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CROMOGRANINA EN LA ENFERMEDAD DE ÁLZHEIMER
Pocas veces en la historia de la medicina reciente una oscura enfermedad ha llamado tan
rápidamente la atención a los profanos y a la comunidad biomédica como la Enfermedad de Alz-
heimer. Este interés ha surgido de dos avances fundamentales. El primero ha sido el aumento de
la expectativa de vida que se ha producido en este siglo, incrementando la porción de población
que está expuesta a enfermedades degenerativas cerebrales que se presentan en edades avanza-
das. El segundo ha venido dado por el desarrollo gradual de la reinterpretación de las bases pato-
lógicas de la demencia senil común.
En las próximas décadas se verán afectadas un mayor número de personas por esta enfer-
medad, debido no solamente al aumento de la expectativa de vida sino que también a la explosión
demográfica ocurrida después de la segunda guerra mundiaI~1~. Si el coste anual que generé esta
enfermedad en Estados Unidos en el año 1.983 fue estimado en 18.000 dólares por paciente(2>,
podemos deducir que en los próximos años el coste económico global que se generará será enor-
me, por no hablar del drama humano y social, y de las implicaciones que tiene esta enfermedad
para los pacientes y para su entorno familiar.
La causa de esta enfermedad es desconocida y los mayores esfuerzos en investigación,
actualmente, se dirigen a identificar len mecanismos patogénicos.
Se sabe que múltiples neurotransmisores se localizan en las neuritas dilatadas que acompa-
ñan a los depósitos amiloides en las placas seniles, lo cual constituye la característica patológica
de la enfermedad. La demostración de una proteína ácida llamada Cromogranina A en el hipocam-
PO humano con un patrón muy específ¡co<3~, que intracelularmente actúa como una proteína cap-
tadora de calcio y extracelularmente como un neurotransmisor, y su gran profusión en las neuri-
tas de las placas seniles(4> en comparación con otros neurotransmisores, nos llevó a pensar que
podría tener un papel importante en la Enfermedad de Alzheimer.
Dada la importancia de la amígdala y de la corteza entorrinal como lugares de conexión de
fibras que van al hipocampo a través de la vía perforante y al neocortex, lugares fundamentales de
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asentamiento de las lesiones en la Enfermedad de Alzheimer, es por lo que he escogido estas dos
regiones para estudiar el posible papel de la Cromogranina A y su similitud o diferencia con otra
proteína captadora de calcio (Calbindina> y con otros neurotransmisoTes (Somatostatina, Sustan-
cia P y Colecistoquinina), en un intento de hacer una aportación al conocimiento de la Enferme-
dad de Alzheimer y sus posibles implicaciones etiopatogénicas, que una vez que se conozcan con-
ducirán a impedir que la enfermedad progrese, a prevenir su aparición o a retrasar el daño y la
muerte celular.
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CROMOGRAN!NA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
2.1.- RECUERDO HISTORICO
En 1.907 Alois Alzheimer describió los hallazgos clínicos y neuropatológicos en una mujer
de 51 años cuyos síntomas comenzaron con pérdida de memoria y desorientación. Posteriormente
presentó depresión y alucinaciones, y en menos de 5 años demencia profunda y muerte. El cere-
bro estaba atrofiado y la corteza cerebral contenía millares de lesiones. Utilizando el método de
impregnación de plata (Bielchowsky> vió distorsión y acumulación de neurofibrillas<5>. Desde
entonces se describieron casos con clínica similar, llegándose a decir que la esencia neuropatoló-
gica de la enfermedad estaba en la asociación de atrofia cortical generalizada con la presencia de
muchas placas argirófilas y de neuronas con cambios neurofibrilares. Más tarde se describió la
presencia de degeneración granulovacuolar de las células piramidales del hipocampo(6> y la pre-
sencia de amiloide en las placas seniles~~, postulándose que el núcleo de la placa senil consistía
en un nódulo de amiloide de estructura esferocristalina, practicamente isotrópica, que se volvía
claramente birrefringente tras el tratamiento con Lugol y más aún con rojo Congo. Posteriormen-
te se afirmó que la degeneración neurofibrilar de Alzheimer no era más que una infiltración ami-
loidea de las células ganglionares y que no todas las placas seniles contenían necesariamente ami-
loide, puesto que no todas tenían núcleo18>. Otra característica de la Enfermedad de Alzheimer
que se añadió fue la presencia de angiopatía cerebral amiloidea(9>.
Así, la Enfermedad de Alzheimer se decribió como una polioencefalopatía degenerativa de
etiología y patogénesis desconocida, que nkorfológicamente aparecía como una atrofia cortical con
muchos ovillos neurofibrilares y placas seniles demostrados con Unciones de plata, con birrefrin-
gencia tras rojo Congo(8> y fluorescencia tras tratamiento con tioflavina110>. Estos cambios ocu-
rrian en el isocortex y allocortex de ambos hemisferios y en la sustancia gris subcortical.
Hasta 1.955 en que Roth<11) demostró que los cambios mentales podrían ser debidos a
enfermedades ~funcionales”y “orgánicas”, no empezó la era moderna del conocimiento de la
Enfermedad de Alzheimer y demencia. En los años sesenta Terry112> y Kidd03) demostraron que
los cambios ultraestructurales en los cerebros de ancianos con demencia tipo Alzheimer y los de
la demencia presenil eran idénticos. En 1.968 Blessed<14> publicó un estudio prospectivo en ancia-
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nos, donde correlacioné el estado mental en vida con los cambios en el cerebro que detectó en la
autopsia. Estos hallazgos, así como los de Terry~12> llevaron al reconocimiento de la Enfermedad
de Alzheimer como una entidad única, y a considerarla como un problema importante de salud
Si bien la Enfermedad de Alzheimer puede aparecer precozmente, alrededor de los 40
años, lo más frecuente es que haga eclosión mediada la sexta década de la vida.
Convencionalmente se aplicaba el término de Enfermedad de Alzheimer cuando los cam-
bios ocurrían antes de los 65 años, etiquetándose de “Demencia Senil tipo Alzhcimer” (DSTA) a
los que se originaban después de esta edad.
Este primitivo concepto en la actualidad ha sido modificado aceptándose por la inmensa
mayoría que es el proceso mórbido, y rio la edad de comienzo, el que debe definir la enfermedad
hablándose así de Demencia tipo Alzheimer (DTA). No faltan voces disidentes que consideran
necesario matizar la Enfermedad de Alzheimer atendiendo a la edad de aparición de los síntomas
en dos subtipos: Precoz y tardío<l&18).
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2.2.- EPIDEMIOLOGIA
La ausencia de un marcador biológico que cualifique la demencia tipo Alzheimer y la inse-
guridad de su diagnóstico clínico hacen difícil la investigación epidemiológica.
En personas mayores con estadios precoces los síntomas son difíciles de distinguir de los
normales del envejecimiento, mientras que en estadios finales, la Enfermedad de Alzheimer puede
ser confundida con otras demencias y enfermedades mentales. Por tanto, el diagnóstico clínico de
Enfermedad de Alzheimer no puede confirmarse hasta que se demuestren las lesiones histológicas
características, resultando por ello el diagnóstico clínico erróneo en el 10-15% de los casos<19>.
Como la mayoría de los estudios epidemiológicos se basan en un diagnóstico clínico de presun-
ción(20>, y la metodología utilizada en los estudios es diferente, es difícil comparar los distintos
datos existentes en diversos paises, careciendo así de datos fiables sobre la incidencia y prevalen-
cia de la demencia tipo Alzheimer(2U.
EPIDEMIOLOGL& DESCRIPTIVA
La epidemiología descriptiva aporta datos de la distribución de la enfermedad en tres cate-
gorías: Temporales, espaciales (diferencias geográficas) y personales (diferencia en edad y sexo).
La frecuencia de la enfermedad se expresa en términos de indices epidemiológicos tales como
mortalidad, prevalencia e incidencia~20).
Mortalidad
Los datos de mortalidad por Enfermedad de A]zheimer no pueden ser obtenidos de los cer-
tificados de defunción de una manera fiable, ya que la mayor parte de las veces no figura la Enfer-
medad de Alzheimer como causa fundamental ni última del fallecimiento. A pesar de estas limita-
ciones, las tasas de mortalidad por “demencia presenil y senil” en Estados Unidos, en los años 70,
fueron del 1,2 por 100.000 en el grupo de edad de 60-65 años y del 11,6 en el grupo de los mayo-
res de 85 años (22)
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Prevalencia e incidencia
Por lo general se ha estimado que la prevalencia de la demencia severa atribuida a la Enfer-
medad de Alzheimer estaba entre el 196 y el 5%(2O,2~25), pero en la actualidad puede ser más ele-
vada<26>. La Enfermedad de Alzheimer es, con mucho, la mayor causa de demencia en Estados
Unidos, su incidencia y prevalencia aumenta con la edad(23,242?30>, al menos hasta la novena
década<31-32), y en los Estados Unidos se considera que puede ser la cuarta causa de muerte~~~.
En Canadá, en un estudio de 1.978<34>, al menos 300.000 personas sufrían pérdida de las
funciones cognoscitivas superiores y unas 17.000 de ellas morían cada año. La Enfermedad de
Alzheimer era la demencia orgánica más frecuente de la senectud> llegando a ser el 80% de todas
las demencias.
En España los datos demográficos actuales indican que el 12% de la población es mayor de
65 años, lo que supone 4,5 millones de personas<35). Este grupo de edad previsiblemente experi-
mentará un aumento progresivo y en el próximo decenio superará los 6 millones, lo que equivale
a decir que el 15% de la población española rebasará los 65 años.
En nuestro pais la información epidemiológica sobre la demencia senil es limitada(3&38). En
un estudio sobre prevalencia de demencia, sin diferenciar demencia tipo Alzheimer de otros tipos
de demencia, realizado en Madrid entre los años 1.960 y 1.976, se encontró una prevalencia
mayor del 10% en personas que rebasaban lbs 65 años<38>. Por un estudio basado en historias clí-
nicas del Servicio de Neurología del Hospital 12 de Octubre en Madrid, sabemos que se diagnosti-
caron un 2,6% de demencias entre 1.974 y 1.979, de las cuales el 26,5% correspondían a Enferme-
dad de Alzheimer, alcanzando el 33,3% en el diagnóstico definitivo139). Recientemente se han
realizado otros estudios epidemiológicos en Cantabria, Aragón y Galicia, estando pendientes de
confirmación diagnóstica sus conclusiones finales140>. Asumiendo que la prevalencia de demencia
senil en España es similar a la de otros paises occidentales (1,5-6,5%), actualmente existirían unos
150.000 a 200.000 pacientes con posible Enfermedad de Alzheimer<41).
La incidencia de la Enfermedad de Alzheimer está alrededor del 0,1% en las edades com-
prendidas entre los 60 y 65 años, incrementándose hasta el 47% en la población mayor de 85
años142>.
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En resumen: Podemos concluir que la edad es el mayor condicionante de la prevalencia de
la IÚTA, que ésta es baja antes de los 60 años (menor de 20 casos por 100.000 habitantes> y se
eleva de forma exponencial a partir de dicha edad, superando el 20% a partir de los 80 años. La
incidencia de DTA tambien aumenta de forma exponencial con la edad.
EPIDEMIOLOGÍA ANALíTICA
La epidemiología analítica estudia fundamentalmente los factores de riesgo con el fin de
establecer hipótesis de las causas de la enfermedad.
Factores de riesgo
a) EDAD: La edad avanzada es el único factor claro de riesgo. Es bien notoria la asociación
entre Enfermedad de Alzheimer y envejecimiento. La prevalencia de la Enfermedad de Alzheimer
se duplica cada 4,5 años.
b) FACTORES CENETICOS: Se postularon al encontrarse que entre un 10% y un
de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer tenían antecedentes familiares de haber padecido
demencia, esta asociación aumenta al 40% según otros autores<20~. La mayoría de los estudios
muestran un mayor riesgo de padecer demencia entre los familiares de pacientes con Enfermedad
de Alzheimer cuando ésta comienza antes de los 70 años<44~45>. En hermanos gemelos de enfer-
mos, en los que los síntomas aparecieron antes de los 70 años y en los que se comprobó histológi-
camente la alteración, el riesgo de sufrir la enfermedad fue del 45% a los 84 años> y solo un 10%
de estos presentaron síntomas antes de los 70 años<46). La aparente mayor incidencia de demen-
cia en parientes de enfermos con enfermedad precoz, podría ser debida a que los parientes de los
pacientes con enfermedad tardía morirían antes de desarrollar la enfermedad(47~. Otros<48>, han
encontrado el mismo riesgo de padecer la enfermedad para los parientes de enfermos, indepen-
dientemente de que sean jóvenes o mayores. Así, se llegó a pensar que un porcentaje de pacientes
con Enfermedad de Alzheimer tendrían la enfermedad debido a un gen transmitido de forma auto-
15
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sómica dominante con penetrancia dependiente de la edad(45>, mientras que otros con muchos
miembros afectados serían indistinguibles clinicamente y dc causa no genética.
Recientemente se ha encontrado una mutación del gen de la proteína precursora del amiloi-
de en dos parientes que sufrían Enfermedad de Alzheimer familíar(49,SO>.
c) SíNDROME DE DOWN Y EDAD DE LOS PADRES: Algunos autores han descrito mayor
asociación entre Enfermedad de Alzheimer y Síndrome dc Down(44>, aunque otros no lo han con-
firmado(20>
La gran incidencia de cambios neuropatológicos semejantes a los de la Enfermedad de Ah-
heimer en pacientes con Síndrome de Down fallecidos después de los 40 años, llevó a considerar
que un gen en el cromosoma 21 podría estar relacionado con la patogénesis de la Enfermedad de
Alzheimer. Estudios con marcadores de DNA(51> han indicado que aunque el gen para la Enferme-
dad de Alzheimer familiar está en el cromosoma 21, no está localizado en la región 21q22 asocia-
da con el síndrome de Down.
Basándose en el mayor riesgo de padecer Síndrome de Down con el incremento de la edad
materna, algunos han investigado la edad de la madre al nacimiento del hijo como posible factor
de riesgo de Enfermedad de Alzheimer, señalándose un incremento de la edad materna en los
pacientes con Enfermedad de Alzheimer versus controles<45’5254>. Tambien se ha investigado la
edad del padre y el orden de nacimiento con relación a los hermanos, no aportando datos conclu-
yentes.
d) SEXO: La Enfermedad de Alzheimer es más frecuente entre mujeres(20>. En diferentes
series predominaba en el sexo femenino a razón de 2 mujeres/I hombre ~
e> ANTECEDENTES DE TRAUMATISMO CRANEAL: En la encefalopatía de los boxeado-
res (traumatismo craneal repetido) o demencia pugilística, se han descrito lesiones semejantes a
los ovillos neurofibrilares de la Enfermedad de Alzheimer<56). El mecanismo por el cual el trau-
matismo puede contribuir al desarrollo de estos ovillos es incierto, habiéndose supuesto que los
traumatismos reiterados ocasionarían la ruptura de la barrera hematoencefálica, desencadenán-
dose respuestas inmunes contra el componente neurofibrilar de la célula nerviosa<5~>. Así, mien-
tras que para unos autores el traumatismo craneal sería un factor de riesgo, puesto que encon-
traron que el antecedente de traumatismo craneoencefálico severo era cuatro veces más
16
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frecuente en las personas con Enfermedád de Alzheimer que en los controles<58~, en cambio para
otros no habría una asociación convincente entre el traumatismo craneal y la Enfermedad de
Alzheimer<45~ -
O ALTERACIONES TIROIDEAS: Se describió la asociación entre enfermedad tiroidea y
Enfermedad de Alzheimer(46>, no comprobándose este extremo en otros estudios<45>.
g) NEUROTOXIN’AS: Basándose en los hallazgos de un incremento de aluminio en los cere-
bros de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer y de la capacidad de las sales de aluminio
para inducir ovillos neurofibrilares y déficits cognoscitivos en especies susceptibles, se dijo que el
aluminio estaba implicado en la Demencia tipo Alzheimer(S9,~1% Hoy en día los investigadores
están de acuerdo en que la concentración de aluminio en el cerebro se incrementa durante el
envejecimiento normal<61’62>. Teniendo en cuenta la edad, un grupo canadiense encontró un
incremento adicional de aluminio en los cerebros de las personas que padecían la Enfermedad de
Alzheimer<61>, que no fue corroborado por investigadores de Kentucky(62>. La explicación que se
dió a esta discrepancia fue que en Canadá se utilizaba el aluminio para procesar el agua y, por lo
tanto, se produciría una acumulación secundada de aluminio en los cerebros de los pacientes con
Enfermedad de Alzheimer que hubiesen estado expuestos al aluminio del agua dc bebida(63>. Sin
embargo, no hay evidencia que fuentes exógenas de aluminio, tales como antiácidos de aluminio,
antitranspirantes o incluso las grandes cantidades utilizadas en la diálisis renal, incrementen el
riesgo de padecer la Enfermedad de Alzheimer<63). Por otra parte, hay ahora la evidencia que el
aluminio está presente en los ovillos neurofibrilares de la Enfermedad de Alzheimer(~>, si bien se
ha comunicado que los ovillos neurofibrilares inducidos por el aluminio son diferentes de los
encontrados en la Enfermedad de Alzheimer<~>.
Otro neurotóxico implicado ha sido el calcio. Como en la Enfermedad de Alzheimer hay
una alteración en la homeostasis del calcio más acusada que la que aparece en el envejecimiento
normal<66>, y se ha encontrado un aumento del calcio unido a los fibroblastos de la piel de estos
pacientes, es por lo que se pensó que el calcio podría jugar algún papel en la enfermedad.
h) DEFECTOS ENZIMATICOS: Se pensó que la muerte neuronal podría ser debida a una
alteración de las enzimas que intervienen en la síntesis proteica, lo que conduciría a un error
metabólico y muerte celular. La anomalía podría ser un defecto enzimático estructural o una
17
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influencia indirecta de la cantidad de Zn disponible. Puesto que el Zn forma parte de todas o de la
mayoría de las enzimas que intervienen en la replicación del DNA, una incapacidad, en relación
con la edad, para incorporar Zn a las enzimas sintetizadas podría conducir a una cascada de erro-
res que conducirían a un caos metabólico y muerte celular (67>
i) AGENTES INFECCIOSOS: La demostración de transmisibilidad del Creutzfeldt-Jacob y el
Kuru hizo pensar en la posibilidad de que otras demencias estuvieran relacionadas con infeccio-
nes virales, sugiriéndose el posible papel etiológico del herpes simple(~>, pero todos los intentos
en encontrar un agente transmisible han fallado.
fi EDU~ACION: La relación de la Enfermedad de Alzheimer con el nivel de educación es
controvertida. Así, en un estudio reciente se ha señalado que la prevalencia de demencia es mayor
en las personas sin educación o con un bajo nivel educativo169>, mientras que en otro estudio pos-
terior no se observó diferencia(70).
k) En casos esporádicos de DTA se ha visto una asociación con el alotipo C4B2 del comple-
mento, así como falta de asociación con otros marcadores del Complejo Mayor de Histocompatibi-
lidad, sugiriendo que el C482 podría estar implicado directamente en la patogénesis, aumentando
la susceptibilidad al daño producido por un agente primario (71>•
1) Otros factores de riesgo señalados, como consumo de tabaco<58>, alcohol<58>, intervencio-
nes quirúrgicas, anestesia, etc, no han presentado ninguna asociación sustancial y constante con
la Enfermedad de Alzheimer.
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2.3.- CAMBIOS MICROSCOPICOS EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Las dos lesiones neuronales principales que sirven de diagnóstico en la Enfermedad de Aiz-
heimer son los ovillos neurofibrilares intracelulares y las placas seniles extracelulares. Otros cam-
bios> también característicos, de esta enfermedad son: Angiopatía congofílica, degeneración granu-
lovacuolar, cuerpos de Hirano y pérdida neuronal.
1.- OVILLOS NEUROFIBRILARES: Están formados por una masa de fibrillas entrelazadas, no
rodeadas por membrana. Ocupan preferentemente el citoplasma perinuclear del cuerpo neuronal,
adquiriendo forma de llama en las neuronas corticales y de ovillo en las neuronas subcorticales.
Se tiñen intensamente por los métodos de plata (tinciones de Bielchowski, Bodian, etc.). Con
microscopio electrónico se ha visto que los ovillos están formados por fibras que presentan cons-
tricciones periódicas cada 80 nm<?2>- Estas fibrillas se componen de dos filamentos entrelazados
en una doble hélice y no se encuentran en las neuronas normales<73~. En cortes longitudinales
miden 20-22 nm en el punto más ancho y 10 nm en el estrecho(72>. En cortes transversales tienen
15-20 nm de ancho(72>. Estas fibras> que son el punto clave ultraestructural de la demencia tipo
Alzheimer, han recibido el nombre de filamentos pareados helicoidales (PHF). Los ovillos neurofl-
brilares persisten tras la muerte de la neurona que los contiene, apareciendo libres en el neuropi-
lo como “ovillos lápida” (tombstone tangles).
Los ovillos neurofibrilares pueden encontrarse en viejos normales y en otras demencias,
incluyendo el complejo Parldnson-demencia de Guam, Parkinson/Esclerosis Lateral Amiotrófica,
demencia pugilística, Parkinson postencefalítico y en algunos casos de panencefalitis eslerosante
subaguda.
IL-PLACAS SENILES: En los cortes histológicos aparecen como zonas circulares de disrupción
del neurópilo, con un diámetro de 50 a 150 nm<74~, visualizándose bien con tioflavina 5 o con tin-
19
777
CROMOGRANINA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
ciones de plata. Las placas seniles, en su forma madura, están constituidas por una corona de
neuritas anormales rodeando a un núcleo central que contiene amiloide<12’73’75) y material inor-
gánico, tal como silicato de aluminio, y por células.
NEURITAS ANORMALES: Son procesos neuronales no mielinizados (axones y dendritas),
moderadamente distendidos, que contienen filamentos pareados helicoidales176), numerosos liso-
somas y cuerpos densos que son mitocondrias degeneradas e indican degeneración de la neurita,
en relación con lesión proximal de la neurona(7?>. En las neuritas anormales de las placas seniles
predominan los axones(?8>. La presencia de axones y dendritas son la demostración de la existen-
cia de una gran abundancia de conexiones sinápticas. Además de las neuritas organizadas en gru-
pos que forman las placas seniles, hay otro grupo de neuritas> llamadas fibras rizadas o filamentos
del neuropilo (curly fibers or neuropil threads), que aparecen como procesos elongados esparci-
dos por el neuropilo(79.~> -
AMILOIDE: Esta sustancia se demuestra por la tinción de Rojo Congo en luz visible y tras
polarización o bien con tioflavina 5 en microscopia ultravioleta. En microscopia electrónica apare-
ce como acúmulos desordenados de fibrillas cortas, semejando un haz de heno, siendo indistingui-
ble por su apariencia de otras formas de amiloide fuera del sistema nervioso central, sea amiloide
A como amilode L.
CELULAS: Algunas células de la placa contienen fibrillas de amiloide rodeado por una
membrana y, menos frecuentemente, aparecen células que contienen grandes cantidades de ami-
loide no rodeado por una membrana<72~. Además, frecuentemente hay astrocitos, microglía y
macrófagos<81>. El macrófago es rico en ribosomas y contiene varias clases de inclusiones lipídi-
cas, la mayoría de las cuales parecen lipofucsina, pero algunas son laminadas, lo que sugiere la
presencia de fosfolípidosG’2).
La combinación de dos de los tres constituyentes principales de la placa senil es lo que
determiné en microscopia óptica tres clases de placas<72~. Posteriormente, la microscopia electró-
nica aportó más información hasta entonces no visible con la citada microscopia óptica. La clase
más frecuente de las placas seniles era la placa clásica, típica o madura, constituida por un
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núcleo central de amiloide rodeado de una corona de neuritas anormales<72>. La placa primitiva
o inmadura es llamada así porque con el microscopio óptico se ven acúmulos de neuritas anor-
males, no demostrándose amiloide con las tinciones mencionadas anteriormente, pero con el
microscopio electrónico se hace patente que tienen vestigios de amiloide entre las neuritas(72~.
La placa amorfa o amiloidea se ve de forma esporádica y está compuesta exclusivamente de un
núcleo grande de amiloide, e incluso en microscopia electrónica apenas son evidentes las neuri-
tas o las células<72>.
Recientemente se ha descrito otro tipo de placa en la que se observan depósitos amorfos de
proteina beta-amiloide en forma no fibrilar (“preamiloide”), a la que se denominó “PLACA DIFU-
SA”. Estos depósitos granulares se han encontrado en la corteza cerebral y en otras regiones
cerebrales en las que no hay neuritas anormales ni células gliales reactivas, las cuales están rode-
ando al amiloide en las placas clásicas(82~4>. Estas placas difusas, que no son detectadas con las
tinciones convencionales para el amiloide (Rojo Congo y tioflavina), de hecho son mucho más
abundantes que las placas clásicas y parece que afectan grandes areas de la corteza cerebral.
Más recientemente se ha encontrado un nuevo tipo de lesión, en la que los agregados de
neuritas anormales están centrados por un ovillo neurofibrilar extracelular en vez de por depósi-
tos de amiloide. Esta nueva lesión ha sido denominada “OVILLO NEUROFIBRILAR ASOCIADO A
CONGLOMERADOS NEURITICOS <TANCs)”<~~.
IIL-M4GIOPATIA CONGOFILICA: Se denomina así a la presencia de depósitos de amiloide en
la capa media de las pequeñas arterias y arteriolas de la corteza cerebral y de las meninges que la
cubren. Se demuestra con la Unción de rojo Congo, de ahí su nombre. La angiopatía congofílica,
en enfermos con o sin Enfermedad de Alzheimer, se asocia a hemorragias localizadas en la perife-
ria del cerebro, preferentemente en los lóbulos occipitales lo que contrasta con las hemorragias
hipertensivas que se localizan en los ganglios basales.
IV-DEGENERACION GRANULOVACUOLAR: Es un cambio citoplásmico de numerosas neuro-
nas del hipocampo y la amígdala en la Enfermedad de Alzheimer. El citoplasma presenta una o
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múltiples vacuolas esféricas de 3 a 5 micras de diámetro, centradas por un gránulo, que con el
microscopio electrónico aparece como un material denso amorfo.
VCCUERPOS DE HIRANO: Son estructuras ovoideas, intensamente eosinofílicas, de subestructu-
ra estriada, situadas en el neurópilo hipocampal, indentando con frecuencia los somas neuronales.
Tienen forma de aguja de 30 micras de longitud. Con microscopio electrónico se ve que están for-
madas por fibrillas paralelas con aspecto laminar<~).
VI.-PERDIDA NEURONAL: En la Enfermedad de Aizheimer hay una pérdida neuronal en el
hipocampo, particularmente en el sector CAl y en el prosubículo. También, en la corteza, se ha
demostrado una desaparición de alrededor del 30 96 de las neuronas, afectando principalmente a
las medianas y grandes<8~.
Recientemente, en Ja Enfermedad de Aizbeimer, se ha encontrado una pérdida marcada de
sinapsis en el neocortex de asociación(~9O).
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2.4.- BIOQUIMICA DE LAS LESIONES DE LA EA
El estudio de la composición bioquímica de las células y de las lesiones morfúlógicas se rea-
liza con técnicas de inmunocitoquimica e hibridación in situ.
El citoesqueleto de las neuronas tiene una importancia especial, ya que mantiene la forma
celular y compartimentaliza los diversos elementos de la matriz citoplasmática. También está
implicado en la translocación de los constituyentes intracelulares. El citoesqueleto está compuesto
por tres elementos: Filamentos intermedios (neurofilamentos), microtúbulos y microfilamentos(91>.
Los dos últimos son comunes a todas las células nucleadas, mientras que las proteinas que consti-
tuyen los neurofilamentos son específicas del tipo celular. Estos tres tipos de filamentos son cuan-
titativamente importantes en las neuronas, estando organizados de forma característica en los
alones, donde representan la vía lenta del flujo axoplásmico<9U. Los neurofilamentos están consti-
tuidos por tres proteínas distintas (NF?). Los microtúbulos tienen un núcleo de tubulina y varias
proteínas asociadas, destacando dos de alto peso molecular, MAP 1 y MAP 2, y un grupo de fosfo-
proteínas de 50.000 a 70.000 daltons, a las que colectivamente se les denomina tau. Los microfila-
mentos están compuestos básicamente de actina, con un gran número de proteínas asociadas.
OVILLOS NEUROFIBRILARES
Con técnicas de bioquímica se vió que los constituyentes de los ovillos neurofibrilares, los
filamentos pareados helicoidales, son insolubles en todos los solventes ordinarios de proteinas y
resistentes a la proteolisis(~2>, lo que explica el por qué los ovillos persisten en el tejido tras la
muerte de la neurona que los contiene. Además, permitió aislar filamentos pareados helicoidales y
preparar anticuerpos contra los mismos, los cuales decoran selectivamente los ovillos y ciertas
neuritas en las placas, pero no el amiloide de estas últimas. Bioquimicamente la composición de
los filamentos pareados helicoidales es distinta de la del amiloide de las placas(93>. Posteriormen-
te, en los ovillos neurofibrilares se encontraron componentes del citoesqueleto neuronal: Protel-
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nas de neurofilamentos(94> y las proteínas asociadas a microtúbulos MAP 2(95> y tau<96). Esta últi-
ma es el componente de los ovillos neurofibrilares cuantitativamente más importante. Todos los
componentes del citoesqueleto neuronal están anormalmente fosforilados en los ovillos neurofibri-
lares. Mientras que normalmente la forma fosforilada de estas proteínas se localiza exclusivamente
en el axón, en la Enfermedad de Alzheimer(94> se produce una dislocación de proteínas fosforila-
das al soma neurona!. Otros componentes de los ovillos son el péptido ubicuitina(9?> y la proteina
A68 definida por el anticuerpo ALZ so<~~>. Los anticuerpos anti tau<9~> y ALZ 50 han demostrado
una lesión característica de la Enfermedad de Alzheimer, consistente en un sinnúmero de proce-
sos finos anormales, extendidos por todo el neurópilo cortical. La gran cantidad de estos procesos
explicaría el que las proteínas anormales pudieran encontrarse en el líquido cefalorraquideo de la
Enfermedad de Alzheimer y rio en otras demencias.
PLACAS SENILES
A nivel bioquímico deben considerarse tres aspectos en las placas seniles. El primero es la
presencia de filamentos pareados helicoidales en ciertas neuritas<771. El segundo es el amiloide y
el tercero los neurotransmisores.
Para los filamentos pareados helicoidales sirve lo anteriormente dicho sobre ellos al descri-
bir los ovillos neurofibrilares.
El amiloide de las placas seniles está constituido por una proteina de 4.000 daltons, de
aproximadamente 40 aminoácidos, denominada proteina beta-amiloide o A4, la cual por un proce-
so proteolítico deriva de una mucho mayor, la proteina precursora del beta-amiloide (PreA4),
situada normalmente en la membrana de neuronas y otras células(100), siendo posible que sea la
proteína central de un proteoglicano110l). El gen que codifica la PreA4 está localizado en el cro-
mosoma 21(boo,1o2,103) En la actualidad se han determinado cuatro RNA mensajeros que codifi-
can otras tantas proteínas precursoras, formadas por 695, 714, 751 y 770 aminoácidos respectiva-
mente(lOO104,105) Las tres últimas contienen un inhibidor de proteasas tipo Kunitz, no
sabiéndose como actúa éste en el proceso proteolítico que lleva a la formación del amiloide0O6>.
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El amiloide de las placas seniles además de A4 contiene alfa 1 antiquimiotripsina<10~, que es un
inhibidor de proteasas sintetizado en el higado y que circula por la sangre. Por último, el amiloide
de las placas seniles está asociado a glicosaminoglicanos acídicos, los cuales no están completa-
mente identificados1108). La composición química del amiloide de las placas seniles es distinta a
otras formas de amiloide en el organismo, pero es igual al de los vasos en la angiopatía congofíli-
Actualmente ha quedado demostrado que el gen del amiloide no es el gen de la forma fami-
liar de la Enfermedad de Alzheimer y ésta no parece estar relacionada con la sobreproducción de
la proteína precursora del amiloide<]lU.
La cantidad de amiloide detectado por medio de los estudios inmunocitoquimicos es mayor
que la detectada por métodos tradicionales<82-112~. Por ejemplo se ha visto que en el cerebelo, que
carece de placas, hay depósitos abundantes de A4.
En las neuritas distendidas de un pequeño número de placas seniles se han identificado
neurotransmisores (acetilcolina, CABA y noradrenalina) y neuropéptidosU”3) (somatostatina, sus-
tanda P, colecistoquinina, neurotensina y ‘¡IP), indicando que las neuronas que contienen diver-
sos sistemas neurotransmisores contribuyen a la formación de placas seniles. El péptido modula-
dor chromogranina A ha sido identificado recientemente como el primer marcador universal de
neuritas en placas seniles(114>.
La nueva lesión llamada “Ovillo neurofibrilar asociado a conglomerados neuríticos
(TANCs)», difiere de las placas seniles en que en su centro no hay un depósito amorfo de amiloide
sino hazes de filamentos rectos con forma de un ovillo neurofibrilar. Por otra parte, a diferencia
de la presencia universal de beta/A4 en el centro de las placas, muchas de estas nuevas lesiones
no están asociadas con este péptido<85>’ sino que son inmunoreactivas para epítopes de filamentos
pareados helicoidales. Por el contrario, las neuritas de estas lesiones se asemejan a las placas seni-
les, en que ambas presentan neuritas inmunoreactivas para Cromogranina A<4 > y ubicuitina<115>
con un patrón granular y neuritas decoradas por anticuerpos para tan y ubicuitina con un patrón
compacto o lineal1116’117>-
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CUERPOS DE uRANO
Están compuestos de actina y varias proteínas ligadas a la actina, entre las que se encuen-
fra la tropomiosina.
DEGENERACION GRANULOVACUOLAR
Los gránulos contienen tubulina, principal proteína de los microtúbulosUlS), así como ubi-
cuitina, la cual interviene normalmente en el catabolismo de las proteínas.
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2.5.- PATOGENIA
Aunque en la actualidad no hay una teoría unificada sobre los mecanismos patogénicos de
la Enfermedad de Alzheimer, varios hallazgos recientes refuerzan, todavía más, la teoría en que el
amiloide tiene un papel fundamental en la patogenia de la Enfermedad de Alzheimer. Estos
hallazgos han demostrado que la proteína beta amiloide tiene un efecto tóxico en vivo(11~> y en
cultivos(12~123> de neuronas maduras de regiones cerebrales típicamente afectadas en la Enferme-
dad de Alzheimer, mientras que por el contrario puede ser un factor neurotrófico en cultivos de
neuronas inmaduras(120>’24> De esta manera, se ha propuesto una sucesión de acontecimien-
El primer paso que se produciría sería el depósito de diversos fragmentos del precursor de
la betaproteina (PreA4) en el neurópilo y en las paredes de las arteriolas meningeas y cortica-
les(l02.126,127> El principal fragmento sería la proteína beta-amiloide o A4, la cual se deposita en
el neurópilo de dos formas. En la primera, se deposita en forma de infiltrados más o menos esféri-
cos en el neurópilo cortical y subcortical, entre las neuronas morfologicamente normales y las
células gliales, sin alterar su posición ni su forma. En cambio, los depósitos similares subpiales y
subependimarios presentan una forma elongada. Estos depósitos han recibido el nombre de placa
difusa y su componente pre.atniloide(11Z12&130). En la segunda, la betaproteina se deposita en
forma de fibrillas entre las neuritas, con o sin un núcleo central inconfundible> recibiendo el nom-
bre de placa clásica. La mejor evidencia en cuanto a que la placa difusa es anterior en el desarro-
lío a la placa clásica, la dan los estudios sobre el Síndrome de Down, habiéndose visto que las pla-
cas clásicas aparecen años después de la edad en la que se detectan las placas difusas(83’~),
Ambos tipos de placas están presentes simultaneamente en la corteza cerebral de los pacientes
con Enfermedad de Alzheimer, pero en ciertas regiones, como el cerebelo o el neoestriado, las pla-
cas primitivas nunca desarrollan placas clásicas(’3U. Aunque no han sido identificados los facto-
res responsables de este cambio, el amiloide de las placas clásicas está asociado con dos constitu-
yentes, posiblemente relevantes para su formación. El primero es el inhibidor de proteasas alfa 1
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antiquimiotripsina~1071 y el segundo los proteoglicanos o los glicosaminoglicanosQ’OS>. Estos últi-
mos posiblemente sean los más importantes en la transformación de preamiloide en amiloide<132>.
El segundo paso que se produciría seria la dilatación de las neuritas (dendritas o axones
neuronales)(133.13fl, con lo que se añade el elemento neurítico a las placas seniles> así como otros
efectos no tan bien conocidos.
El tercer paso seria la formación de filamentos pareados helicoidales en algunas neuritas de
las placas seniles(78>, en el cuerpo celular de las neuronas piramidales (los ovillos neurofibrilares
de la neuropatología clásica) y en las dendritas (descritos como fibras del neurópilo035~. Basándo-
se de nuevo en la evidencia obtenida en el Síndrome de Down, se ha visto que la aparición de las
neuritas dilatadas y los filamentos pareados helicoidales en las placas seniles es posterior al depó-
sito de amiloide<TM). Por otra parte, parece que la acumulación de transmisores en las neuritas
precede a la formación de filamentos pareados helicoidales en las mismas(l~>.
Con respecto al desarrollo de ovillos neurofibrilares y a la muerte neuronal hay una corre-
lación topográfica, siendo la corteza entorrinal la mejor representación, en la que se ve que los
ovillos neurofibrilares y la muerte neuronal afectan a las mismas poblaciones neuronales en un
patrón ordenado en capas(’37>. Sin embargo, esto no descarta que otras neuronas mueran sin
haber desarrollado ovillos neurofibrilares.
La razón por la que se forman los ovillos neurofibrilares con su peculiar ultraestructura de
filamentos pareados helicoidales es desconocida, pero una teoria actual(13&l41> postula que las
excitotoxinas tienen un papel en la formación de filamentos pareados helicoidales y en la muerte
neuronal. Esta teoría se basa en los siguientes extremos: Primero> el glutamato y el aspartato indu-
cen, en cultivos de neuronas humanas, la formación de estructuras fielmente parecidas a los fila-
mentos pareados helicoidales<’42~. Segundo, la aplicación de glutamato agonistas al cortex cere-
bral es seguida por la degeneración de neuronas colinérgicas en el núcleo basal en la rata1143~.
Tercero, se cree que el aminoácido excitatorio beta-N-metilamino-L-alanina (BMAA), derivado de la
planta cycad, es la causa del complejo demencia de Guam-Parkinson y esclerosis lateral amiotrófi-
ca1144~. Estas dos enfermedades en las que hay una innegable evidencia de una causa ambiental,
están asociadas con la formación de numerosos ovillos neurofibrilares en áreas corticales y subcor-
ticales, los cuales son indistinguibles de los que se ven en la Enfermedad de Alzheimer.
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2.6.- DiSTRIBUCION DE LAS LESIONES
Las lesiones de la Enfermedad de Alzheimer predominan en la corteza cerebral, donde se
han estudiado preferentemente, pero también afectan a otras zonas del cerebro. Así, los ovillos
neurofibrilares se han encontrado en los núcleos subcorticales de proyección a corteza(145,146):
núcleo basal de Meynert (colinérgico), núcleos del rafe (serotoninérgico), y locus coeruleus (nora-
drenérgico). En cambio, las placas seniles aparecen en regiones a donde proyecta la corteza<147):
hipotálamo, neoestriado y cuerpos mamilares. La corteza no está afectada de forma homogénea,
sufriendo el mayor impacto el hipocampo, la corteza entorrinal y la amígdala. Los ovillos neurofi-
brilares son particularmente numerosos en las neuronas de las capas II, III y IV de la corteza
entorrinal<137’148-149>. Estas neuronas reciben diversas aferencias y dan lugar a los axones de la
via perforante, la cual es la principal aferencia del hipocampo(l54~152>. En el giro dentado del hipo-
campo, la zona donde termina la via perforante está selectivamente afectada por placas seniles, lo
que concuerda con la opinión de que las placas seniles están formadas por la porción terminal de
los axones de las neuronas que contienen ovillos neurofibrilares<153). El subiculum, que se
encuentra más medial en el giro hipocampal, y la zona adyacente CAl del hipocampo, cuyas neu-
ronas presentan también considerables ovillos neurofibrilares(149), dan lugar a la principal eferen-
cia del hipocampo05t155>- En base a que las zonas más severamente dañadas del hipocampo son
aquellas que reciben o dan lugar a las aferencias o eferencias principales~’37”4~>, es por lo que se
ha denominado “demencia hipocampal”<’56). La pérdida neuronal es notable en esas regiones del
hipocampo y parahipocampo más afectadas por los ovillos y las placas seniles<137’148’157’158~
En el neocortex las lesiones no están distribuidas al azar, existiendo una predilección por
las regiones de asociación de la corteza temporal y parietal, por cuanto los ovillos neurofibrilares
y las placas seniles raramente aparecen en las áreas primarias motoras y sensoriales(l4?,í5~162)
Esta predilección tiene una concomitancia fisiológica que puede ser puesta de manifiesto con la
tomografía de emisión de positrones, revelando una disminución de la utilización de glucosa en
las regiones de asociación, que contrasta con la disminución relativamente escasa en las áreas
motoras y sensoriales primarias(l6~í6S>. El sistema olfatorio representa aparentemente una excep-
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ción a la escasa afectación de las áreas motoras y sensoriales primarias, habiéndose descubierto
placas seniles y ovillos neurofibrilares en la corteza prepiriforme asi como en el núcleo olfatorio
anterior<1~168>. Recientemente se ha descubierto que las neuronas olfatorias de primer orden
contienen ovillos neurofibrilares. Estas neuronas, situadas en la mucosa olfatoria, tienen la pecu-
liaridad de reproducirse continuamente durante la vida adulta, ofreciendo la posibilidad de cultivo
in vitro(l69>. Además de esta distribución regional hay una distribución laminar de ovillos neurofi-
britares y de placas seniles. Los ovillos neurofibrilares están en su mayor parte restringidos a las
neuronas piramidales de las capas III y ‘¡<147~161>, el origen de muchas, por no decir todas, las
fibras eferentes neocorticales. Los axones de esas capas se proyectan hacia adelante, yendo a
otras regiones de asociación, o hacia atrás retroalimentando los orígenes de las aferencias cortica-
les o subcorticales(I47>l6l>. La presencia de los ovillos neurofibrilares en esas capas probablemen-
te produzca la afectación de alguna de estas conexiones04?>. La distribución laminar de las placas
es más difusa que la de los ovillos neurofibrilares, lo que apoya la opinión que las porciónes dista-
les de los axones, los cuales terminan en muchas capas corticales, constituyen un factor principal
en la formación de la placa senil<14~~.
Los ovillos neurofibrilares asociados a conglomerados neuríticos son abundantes en el
hipocampo de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer y en el núcleo basal de Meynert en
cambio son escasos en neocortex y practicamente están ausentes en la corteza entorrinal1~).
La degeneración granulovacuolar y los cuerpos de Hirano normalmente están restringidos
a las neuronas piramidales del hipocampo(81>•
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2.7.- FISIOPATOLOGíA
Poco se conoce a cerca de la fisiopatología de la Enfermedad de Alzheimer. En algunos
estudios, la densidad de ovillos neurofibrilares o de placas se ha correlacionado con la presen-
cia1170.171> o la severidad(14>147.172.’?3> de la demencia. También se ha correlacionado la severi-
dad de la demencia con la pérdida de sinapsis(89.90>. La pérdida neuronal se ha correlacionado
con la pérdida de memoria, postulándose que la destrucción de grupos espécificos celulares podrí-
an desconectar el hipocampo<’49’174~. Por ejemplo: En el lóbulo temporal las células afectadas en
la corteza entorrinal (capas II y IV) y en el hipocampo (CAl y el subiculo) son aquellas que o bién
retransmiten mensajes de otras áreas de control al hipocampo o bién son la fuente principal de
los mensajes de salida168>. De esta manera, con la afectación de unas pocas células se produciría
la desconexión del hipocampo1174>. Los cambios de la personalidad y las alteraciones emocionales
pueden producirse por lesiones en el sistema límbico (amígdala<l75>, hipocampo<156>, y el núcleo
anterior olfatorio~1~6>) o en el área prefrontal. Las lesiones frontotemporales07?> probablemente
explican el empobrecimiento emocional, la apatía, el deterioro de la personalidad, la pérdida de
control de esfínteres y la alteración del habla. Las lesiones que afectan a las conexiones recíprocas
entre el lóbulo frontal y temporalíí?S> posiblemente expliquen la apraxia, la agnosia la desorienta-
ción espacial y la agrafia.
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2.8.- DIAGNOSTICO
La enfermedad de Alzheimer se define actualmente como una entidad clínico-patológica,
cuyo rasgo clínico fundamental es el deterioro intelectual o demencia. Las lesiones neuropatológi-
cas características como ya hemos visto son: Placas seniles, ovillos neurofibrilares, degeneración
gránulovacuolar y angiopatía congoiflica.
El diagnóstico clínico de la Enfermedad de Alzheimer se hace por exclusión, debido a la
inexistencia de un marcador biológico; siendo el diagnóstico definitivo el realizado unicamente
por la histopatología. Aunque ninguna de las lesiones neuropatológicas características halladas en
la Enfermedad de Alzheimer son patognomónicas, su presencia elevada y combinada, especialmen-
te en el sistema límbico o la porción basal del lóbulo frontal, permiten un diagnóstico seguro.
DIAGNOSTICO CLINICO:
Desde el punto de vista clínico la Enfermedad de Alzheimer es una demencia de instaura-
ción lenta y progresiva que suele iniciarse despues de los 40 años, dividiéndose su curso evolutivo
en tres estadios. El tiempo de evolución total oscila entre 1 y 20 años. La causa de muerte gene-
ralmente, más que a la enfermedad en sí, es debida a las complicaciones derivadas del encama-
miento prolongado en las fases avanzadas de Ja enfermedad.
Las primeras manifestaciones de la enfermedad se caracterizan por déficit de memoria ante
hechos recientes, pérdida de iniciativa y desinterés por las actividades habituales. En un segundo
estadio a las alteraciones de la memoria se unen los del lenguaje con defectos en la evocación
nominal y desorientación temporo-espacial progresiva. Tambien puede aparecer apraxia. En el ter-
cer y último estadio hay afectación global y severa de todas las áreas cognoscitivas, lo que lleva a
una total incapacidad y dependencia. La evolución de la enfermedad no siempre es homogénea.
La presencia de mioclonías y semiología extrapiramidal se ha relacionado con una mayor severi-
dad y progresión de la demencia, así como la presencia de afasiaí179>.
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Para hacer el diagnóstico de probable Enfermedad de Alzheimer, el clínico debe servirse de
exámenes físicos, neurológicos, psiquiátricos (incluyendo test mentales) y exploraciones cornple-
mentarias. La fiabilidad de los criterios clínicos oscila entre el 85 y el 90%(1~).
El National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke (NINCDS-
Work Group) elaboró unos criterios diagnósticos diferenciando entre casos probables, posibles y
definitivos(iSl>. El diagnóstico definitivo de Enfermedad de Alzheimer requiere el criterio clínico
de “probable” más la evidencia histopatológica obtenida por autopsia.
Entre los exámenes complementarios que podemos realizar están:
1.- EEC: Puede ser normal en los primeros estadios de la enfermedad o mostrar una lentifi-
cación de la actividad de fondo, lentificación del ritmo alfa <7 Hz>, asimetrías y anomalías
focales(l82>. Algunos de estos hallazgos pueden encontrarse en personas sanas de la misma
edad, por lo que su utilidad queda relegada a poder descartar otros procesos.
2.-Potenciales Evocados: Los llamados potenciales evocados tardíos o endógenos son los
que más se han aplicado al estudio de la Enfermedad de Alzheimer, entre ellos el P300<182~
que parece mostrar un aumento de la latencia significativamente mayor que en controles.
3- Tomografía axial computerizada (TAC>: Su principal interés reside en descartar otras
lesiones estructurales. Se han propuesto índices lineales y volumétricos del tamaño ventri-
cular para correlacionar el grado de atrofia con controles de la misma edad.
4.- Resonancia magnética nuclear (RMN): Su aportación en el caso de la Enfermedad de
Alzheimer es mínimo.
5.-Tomografía por emisión de positrones (PET): Esta técnica permite valorar el flujo san-
guíneo cerebral y el metabolismo local de oxígeno, así como el metabolismo local de la glu-
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cosa. En la Enfermedad de Alzheimer se ha visto que el 27% de los pacientes tienen dismi-
nución de la glucosa en el lóbulo parieto-temporal<’Sfl.Otra técnica para medir el flujo san-
guineo cerebral es la Tomografía Computerizada de Emisión de Fotones (SPECT), aunque
no es tan precisa como la anterior su realización presenta menos dificultades técnicas0S3>.
Estudios recientes, señalan que la sensibilidad de la SPECT en el diagnóstico de la Enfer-
medad de Aizheimer es del 88%, con una especificidad del 57%<1&)
6.- Marcadores biológicos: En algunos estudios se han encontrado alteraciones colinérgi-
cas (disminución de la acetilcolinesterasa en el líquido cefalorraquídeo)<’SS>, monoaminérgi-
cas (se han encontrado alteraciones en los niveles de noradrenalina, dopamina y serotonina
así como de sus metabolitos) y peptidérgicas (la más constante es la disminución de soma-
tostatina en el líquido cefalorraquídeo<186> y el aumento de GH como respuesta al test de
GHRH(l37». Tambien se han encontrado proteínas anormales en el cerebro de pacientes
con Enfermedad de Alzheimer, como la proteína A68 que es reconocida por un anticuerpo
monoclonal Alz.5O(l~>.
En la actualidad numerosos grupos de investigadores trabajan para encontrar un marca-
dor periférico que permita el diagnóstico de la EK
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DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO:
Para el diagnóstico definitivo histológico de EA se han postulado criterios microscópicos
mínimos (en un campo de 1 mm2 y con ampliación de 200 aumentos)~189>, ya que las lesiones
pueden encontrarse también en cerebros de ancianos no dementes.
Criterios histológicos para el diagnóstico de EA
Múltiples muestras de S.N.C. para el exámen microscópico
1. Neocortex (lóbulos frontal, temporal y parietal)
2. Otras regiones (amígdala, formación hipocampal, ganglio basal, substancia nigra,
cortex cerebelar, médula espinal)
En neocortex, en 1 mm cuadrado de tejido y magnificación de 200 aumentos
1. En pacientes de menos de 50 años, el n2 de placas y ovillos deben exceder
de 2 a 5 / campo.
2. En pacientes entre 50 y 65 años, por lo menos 8 placas/campo.
3. En pacientes entre 66 y 76 años, por lo menos 10 placas/campo.
4. En pacientes mayores de 75 años, más de 15 placas/carripo.
Estos criterios patológicos cuantitativos son edad dependiente y reflejan que la aparición
de algunas placas corticales seniles pueden formar parte del envejecimiento normal. Para Crys-
tal1’90> y Wilkock<172~ la presencia de numerosas placas seniles pueden asociarse con pérdida de
memoria y menos claramente con demencia, mientras que la asociación entre ovillos neurofibrila-
res corticales y demencia es convincente, indicando que la presencia de 3 ovillos neurofibrila-
res/mm2 de corteza se asocia siempre con demencia.
Existe una correlación entre el deterioro intelectual y el grado de formación de las placas.
En los muy dementes se encontró fusión de placas y fibrillas argirófilas muy difusas, así como ten-
dencia a la distribución a lo largo de todo el espesor de la corteza, mientras que en los menos
dementes estaban localizadas en el hipocampo.
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Los péptidos son compuestos formados por la unión de dos o más aminoácidos. En los últi-
mos años se han detectado un gran número de ellos en el Sistema Nervioso Central, muchos de
los cuales habían sido inicialmente descubiertos en tejidos no neuronales.
La localización de los péptidos varía a lo largo del Sistema Nervioso Central. Algunos están
en los cuerpos celulares de múltiples áreas con sistemas de proyección corto, actuando como neu-
rotransmisores (por ejemplo: Somatostatina, Colecistiquinina, Sustancia P, Péptido Intestinal
Vasoactivo, Encefalina, Neurotensina y TRH). Otros están en células localizadas en un área del sis-
tema nervioso central (por ejemplo: Arginina-Vasopresina, Oxitocina, Angiotensina y LHRH). Algu-
nos péptidos, como la Colecistoquinina y el Péptido Intestinal Vasoactivo, tienen las concentracio-
nes más altas en áreas corticales, mientras que otros las tienen en el hipotálamo. -
Los estudios post-mortem de los tejidos del cerebro humano han revelado que puede existir
una asociación entre ciertas enfermedades neurológicas o psiquiátricas y las alteraciones en algu-
nos neurotransmisores y sus enzimas(’91193>. Por otra parte, hay una gran evidencia de que los
péptidos del Sistema Nervioso Central juegan un papel en la fisiología del cerebro normal(194>.
Así, es posible que las alteraciones de la concentración o de la distribución de estos péptidos pue-
den contribuir a enfermedades del Sistema Nervioso Central<l~>.
El descubrimiento de contactos sinápticos entre neuritas de placas seniles<~3) llevó a buscar
neurotransmisores en las placas y a la demostración de varias enzimas sintetizadoras de transmi-
sores, incluyendo los que afectan a la síntesis de acetilcolina, catecolaminas y ácido gamma-amino-
butírico (CABA).
Con el descubrimiento de acetilcolinesterasa (AChE) en las placas de pacientes con Enfer-
medad de Alzheimer, se enunció que al menos algunas neuritas de las placas ricas en ACFIE podrí-
an representar terminales de axones degenerados derivados de neuronas del sistema colinérgi-
co(196.’97>. Posteriormente se demostró que las neuritas de las placas derivan de neuronas
colinérgicas, somatostatinérgicas, catecolaminérgicas y gabaérgicas<’97201> y más tarde se demos-
tró que también derivaban de neuronas con Sustancia P, Neurotensina, Colecistoquinina, Leucina
Encefalina y Polipéptido Intestinal Vasoactivo(113>.
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A continuación se hace una descripción de los péptidos relacionados con esta Tesis: Soma-
tostatina, Sustancia P, Colecistoquinina, Cromogranina A y Calbindina. Las cuatro primeras están
presentes en vesículas, mientras que la última está en el citoplasma.
31- SOMATOSTATINA <Son4:
A principios de la década de los 70 fue aislado en el hipotálamo ovino un tetradecapéptidQ
que inhibía la secreción de la hormona del crecimiento por la hipófisis anterior(202~, al que se dió
el nombre de hormona inhibidora de la secreción de la hormona del crecimiento y más tarde
Somatostatina (Somatostatina-14). Posteriormente se encontró Somatostatina en otros órganos,
entre ellos, páncreas, estómago, corazón, ojos, tiroides, timo, etc.. Además, se identificaron otras
formas moleculares de Somatostatina, tales como la Somatostatina-28 y su fragmento dodecapép-
tido, la Somatostatina 28 (1~12)(2O3~2o4>. La Somatostatina-28 en su cadena carboxi-terminal con-
tiene toda la secuencia de la Somatostatina-14, mientras que la Somatostatina-28 (1.12) está for-
mada por la cadena N-terminal. También fue posible identificar la estructura de un péptido de 116
aminoacidos, al que se le denominó Prosomatostatina<2O5,2~).
Los estudios inmunohistoquímicos(207-210) y bioquímicos(2O3.2O4> han sugerido que: 1) La
Somastotatina-28, la Somatostatina 28 (1-12) y la Somatostatina-14 derivan de un precursor, la
Prosomatostatina. 2) Los tres péptidos derivados de la Prosomatostatina están presentes en las
mismas poblaciones neuronales. 3) La Somatostatina-28 predomina en las cuerpos celulares,
donde es dividida y transportada a los terminales y dendritas distales como Somatostatina-14 y
Somatostatina 28 (1-12>.
La Somatostatina está ampliamente distribuida en el sistema nervioso, tanto central como
periférico. En el cerebro tiene una distribución generalizada(2112l5>, pero con diferentes concen-
traciones. Así, mientras en el hipotálamo y en muchas partes del sistema límbico, como la amígda-
la y el hipocampo, las concentraciones de Somatostatina son muy altas, en el sistema extrapirami-
dal y en la corteza cerebral su concentración es intermedia, y en el bulbo olfatorio y cerebelo
apenas existe. En el contexto de esta Tesis, cabe resaltar la presencia de Somatostatina en las neu-
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ronas de la corteza temporal, corteza entorrinal y corteza frontal, muchas de las cuales tambien
contienen CABA.
Las neuronas que contienen Somatostatina pueden clasificarse en base a su estructura ana-
tómica y función en tres grupos: Interneuronas cortas, neuronas de proyección a una única
región anatómica, y neuronas que conectan regiones distantes en el cerebro(214>.
Las neuronas cortas, normalmente implicadas en circuitos locales y en la integración de
información aferente> están fundamentalmente en el neocortex y en el hipocampo. En la corteza,
las células, a menudo, se localizan en las capas II y III, asi como en las capas profundas<208). Sin
embargo parece haber una localización específica en las diferentes partes de la corteza, por ejem-
plo en la corteza frontal medial las células con Somatostatina están principalmente en las capas
profundas, viendose menos en las capas II y fl¡(215>, Las células son con frecuencia bipolares,
estando su eje orientado perpendicularmente a la superficie del cerebro. También, la sustancia
blanca subcortical presenta algunas fibras conteniendo Somatostatina(216>.
Las neuronas de proyección a una única región anatómica o neuronas de proyección local,
están representadas por el sistema tuberoinfundibular (sistema hipotalámico). También se han
descrito conexiones intrahipotalámicas<217> e intra-amigdalinas (218,219)
Las neuronas que conectan regiones distantes en el cerebro son vias neuronales de proyec-
ción larga. Se han descrito vias descendentes desde la amígdala al núcleo reticular de la médula
oblongata1220~ y retrogradamente desde el núcleo central de la amígdala al núcleo del tracto soli-
tario<221>.
En algunas neuronas, la Somatostatina se encuentra con otros neurotransmisores, tales
como Neuropéptido Y, CABA o Tiroxina hidroxilasa(222>. Las neuronas que contienen Somatosta-
tina y Neuropéptido Y tienen una distribución regional, por ejemplo en el hipotálamo hay nume-
rosas neuronas que contienen uno u otro péptido y sin embargo no se encuentran neuronas que
contengan conjuntamente los dos péptidos1223>. También se ha localizado acetilcolinesterasa en
neuronas corticales que contienen Somatostatina, sugiriendo que estas neuronas pueden recibir
aferencias colinérgicas y que una degeneración primaria de la neurona con Somatostatina puede
producir una degeneración retrógrada de neuronas colinérgicas del núcleo basalis de
Meynert(224~ -
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De acuerdo con el concepto clásico de neurotransmisión, cuando un impulso nervioso des-
polariza el terminal nervioso, induce un flujo de calcio que produce la liberación del neurotrans-
misor(225>. La dependencia ionica de la liberación de Somatostatina ha sido muy estudiada en el
hipotálamo<226), indicando que la concentración de calcio era importante para la liberación de
Somatostatina; el principal canal de calcio implicado en la liberación era el canal de calcio voltaje-
dependiente y no se necesitaba magnesio ni cloro para la liberación de Somatostatina.
La liberación de Somatostatina está influenciada por algunos neurotransmisores <Péptido
Intestinal Vasoactivo, Sustancia P, CRF y CABA> en el hipotálamo y en la corteza<227229>, por
hormonas (la hormona del crecimiento estimula la liberación de Somatostatina en el hípotála-
por la glucosa(232.253> <la disminución de glucosa in vitro estimula la liberación hipo-
talámica de Somatostatina) y por sí misma(2M>.
Las acciones de la Somatostatina en el cerebro están mediadas por receptores, cuya presen-
cia es muy importante en las regiones corticales y límbicas.
Los receptores mantienen en toda la corteza un patrón topográfico caracterizado por densi-
dades intermedias en las capas externas <1-TV) y muy altas en las capas profundas (V.VI)(235.236>.
En cuanto al hipocampo, los estratos medios del area CAl (fundamentalmente el piramidal
en el hombre y el radiatum en la rata) y el area dentada, en particular su lámina molecular, son
los que tienen mayor densidad de receptores de Somatostatina. El subículo hipocampal también
es moderadamente rico en receptores, mientras que el area CA3 muestra densidades más
bajas(236>. En algunos de los núcleos de la amígdala también existen niveles altos de receptores
de la Somatostatina.
En general, al considerar la distribución de la Somatostatina en las diferentes regiones del
cerebro se ha observado que existe una buena correlación entre los niveles del péptido y el de los
receptores. Sin embargo, en las regiones donde hay mayores concentraciones de Somatostatina,
tales como el hipotálamo medio basal y las capas externas de la corteza, la densidad de receptores
es bastante baja.
La Somatostatina además de inhibir la liberación de la hormona del crecimiento, también
inhibe la liberación de insulina y glucagón(23?>, de gastrmna<238), y de un gran número de péptidos
reguladores. Otra acción que tiene es la de bloquear la secreción de ácido gástrico1238>. El meca-
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nismo de acción intracelular se desconoce, pero se piensa que éste puede que tenga relación con
el flujo de calcio, suprimiendo la producción de adenosinmonofosfato cíclico intracelular y estimu-
lando la permeabilidad al potasio<239240>. Los efectos sobre el Sistema Nervioso Central son difíci-
les de evaluar al coexistir la Somatostatina con otros neuroti-ansmisores, lo que da lugar al fenó-
meno de cotransmisión. Varios estudios han determinado que la Somatostatina es capaz de
disminuir la capacidad motora<241> y de producir apnea o temblores1242). Recientemente se ha
implicado a la Somatostatina en enfermedades hipofisiarias y cerebrales. Los niveles de Somatos-
tatina en el líquido cefalorraquideo están disminuidos en la Enfermedad de Alzheimer, Parkinson,
esclerosis múltiple y en la depresión. En la corteza de los cerebros de pacientes con Enfermedad
de Alzheimer la inmunorreactividad similar a la de la Sómatostatina se ha encontrado disminuida
con respecto a los controles sanos(243,2«).
3.2.- SUSTANCIA P (SP):
Hace ya más de medio siglo que se demostró la presencia de una sustancia en estractos de
cerebro y de intestino equino, a la que se denominó Sustancia P, que causaba la contracción del
músculo liso e hipotensión<245>- Hubo que esperar cuatro décadas para que el principio activo
fuera purificado1246) y se determinase la secuencia de sus once aminoácidos(24?>. Por medio de
métodos de radioinmunoensayo(248> y de técnicas de inmunohistoquímica(249> se ha conseguido
saber que la Sustancia E> está ampliamente distribuida en el cerebro y que ésta ocurre de una
manera desigual. Por ejemplo en la corteza cerebral, el allocortex (uncus, corteza entorrmnal, hipo-
campo y cingulada) tiende a tener niveles más altos que el neocortex(250). En la corteza las fibras
que presentan inmunorreactividad para la Sustancia P son abundantes(251), así como los cuerpos
celulares, principalmente los que se encuentran en la capa V11252>. En la amígdala se encontró
Sustancia E> en todos los núcleos> presentando los niveles más altos el núcleo medial<253) y en
éste los niveles fueron más altos que en cualquier otra región del cerebro examinada en estudios
anteriores(254’25~>, exceptuando la sustancia nigra. En la rata se ha encontrado inmunorreactivi-
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dad para la Sustancia E> en las vesículas sinápticas de las terminaciones nerviosas de la médula
espinal(256) -
No se conocen exactamente las funciones de la Sustancia E>, pero se sabe: 1) que en las
neuronas de la sustancia nigra ejerce algún efecto excitatorio(257>, 2) que las aplicaciones locales
de Sustancia P al grupo de células que contienen catecolaminas tienen un efecto excitato-
rio~2~~’2~8), 3> que el número de catecolaminas se incrementa después de la infusión intraventricu-
lar de Sustancia p(259), 4) que las inyecciones intracerebrales de Sustancia E> tienen un efecto
excitatorio sobre las células de Betz<260> Y 5) que la Sustancia E> protege contra la neurotoxicidad
de la proteína beta amiloide(ll9.120>. Por radioinmunoensayo se detecté que en la médula espinal
de la rata la liberación de Sustancia E> era calcio dependiente<261>. Las alteraciones de la Sustan-
cia E> pueden estar asociadas con algunas enfermedades del Sistema Nervioso Central, entre las
que se encuentran la Corea de Huntington y el Parkinson<262>263>. En la Enfermedad de Alzhei-
mer, los niveles de la Sustancia E> no se han visto afectados por el intervalo que transcurre entre
la muerte y la práctica de la autopsia(2~>, ni tampoco por la edad del paciente<2501. En la corteza
de cerebros con Enfermedad de Alzheimer la inmunorreactividad similar a la de la Sustancia E>
está disminuida(265), oscilando la disninución entre el 32% y 57% con respecto a los controles
sanos (266>
13.- COLECISTOQUININA (CCK):
Es un péptido compuesto por 33 aminoácidos, que clasicamente se relacionó con el sistema
gastrointestinal, pero que posteriormente fue identificado en el Sistema Nervioso Central. En el
cerebro, el octapéptido carboxiterminal <CCK-8) parece ser el elemento activo1267.268>, siendo su
secuencia terminal de cinco aminoácidos igual que la de la gastrina, lo que hace difícil distinguir
entre la presencia de una o de la otra en el sistema nervioso por métodos inmunoquímicos(269>.
Los estudios bioquímicos han demostrado que las células que contienen CCK-S están distri-
buidas por todo el Sistema Nervioso Central, presentando las concentraciones más altas en la cor-
teza cerebral, el sistema limbico y las áreas extrapiramidales del cerebro<270). En la corteza cere-
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bral la mayoria de las células que presentan inmunorreactividad para la Colecistoquinina se
encuentran en las capas II y 111(269,271,272>. En el hipocampo de la rata, la Colecistoquinina está
en las interneuronas que se encuentran dispersas por todo el sector CA4 y el giro dentado (273),
La acción fisiológica de la Colecistoquinina en el intestino es excitadora, actuando como un
potente activador de la digestión, estimulando la motilidad intestinal, la secreción pancreática y
las contracciones de la vesícula biliar. La Colecistoquinina también ha sido implicada en la regula-
ción de la función reproductora en la mujer(274.2?S>, en la regulación de la hormona luteinizante
y en la liberación de la hormona liberadora de Lii <LHRH)(279>. Por último, se ha lle-
gado a considerar que la Colecistoquinina actuada como un neurotransmisor basándose en: 1> la
localización de la Colecistoquinina en la vesículas sinápticas(267>, 2) su liberación calcio depen-
diente~26~, y 3) su potente acción excitadora sobre las neuronas corticales(2&i>.
Los hallazgos de inmunorreactividad de Colecistoquinina en los cerebros con Enfermedad
de Alzheimer son por el momento controvertidos. Así, para unos autores en las áreas 4 y 17 de
Brodmann había una disminución de la inmunorreactividad<281~’ mientras que otros no encontra-
ron tal disminución(282). En el giro temporal medio para unos<28~’ fue normal y para otros había
una disminución(23’>, mientras que en el giro temporal superior en ambos trabajos<28~.2SS> se
encontró que la inmunoreactividad era normal. En el hipocampo, corteza cingulada y corteza
motora primaria los niveles de Colecistoquinina fueron normales~281’283~. En estractos acuosos de
corteza entorrinal <área 28 de Brodmann), la inmunorreactividad estaba disminuida en un 70% si
los estudios se practicaban antes de que transcurrieran 22 horas después de la muerte, mientras
que si se practicaban más tarde la disminución era menor(2&). Las diferencias encontradas en los
trabajos mencionados pueden deberse al retraso en practicar los estudios postmortem, ya que
podría ser que algunas formas moleculares de Colecistoquinina en la Enfermedad de Alzheimer
fuesen inestables postmortem, pudiendo producirse una hidrólisis anormal de Colecistoquinina o
la “elaboración” de un precursor de Colecistoquinina<2M).
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3.t- CROMOGRANINA A (CgA):
Inicialmente se aplicó el término Cromogranina a todas las proteínas solubles liberadas de
los gránulos cromafines después de haber sido estimulada la médula adrenal~285~, hoy día se utili-
za para denominar a una familia de glicoproteinas estables al calor, altamente acídicas, que pre-
sentan niveles altos de ácido glutámico(2S~2SS>.
La primera en descubrirse fue la Cromogranina A al ser liberada de las vesículas de las
células cromafines de la médula adrenal bovina, tras estimulación nerviosa de esta última(28~),
Más tarde fue puriflcada(2S8~29O>, encontrándose que era una proteína específica altamente acídica
de aproximadamente 75 kilodalton (Kd) de peso molecular. La segunda que se detectó en la
médula adrenal bovina fue una proteína mucho más grande <100 Kd), a la que se denominó Cro-
mogranina B(291> o Secretogranina 1. Más recientemente se identificó otra proteína acidica en los
gránulos secretores de la hipófisis<292), con un peso molecular intermedio (84 Kd), encontrándose
posteriormente también en la médula adrenal bovina. Esta última recibió el nombre de Cromogra-
nina c(293> o Secretogranina ¡¡(294>.
Mientras que la Cromogranina A es el principal componente de los gránulos crornafines
bovinos, la Cromogranina B es la que predomina en los gránulos cromafines del hombre y de la
En la médula adrenal las Cromograninas y las catecolaminas son secretadas juntas por exo-
citosis, desconociéndose la función que tienen. Estas proteínas no están solamente en los gránu-
los cromafines de la médula adrenal, ni exclusivamente relacionadas con la secreción de catecola-
minas, sino que también están presentes selectivamente en los gránulos secretores de las células
neuroendocrinas <peptidérgicas), pero en cambio no están en las células exocrinas(294,29&299>. Por
añadidura, se ha demostrado la presencia de Cromograninas en neuronas simpáticas periféri-
~(3oo.3o2> y en los terminales nerviosos colinérgicos del músculo esquelético<303>.
El término Cromogranina A engloba a una preproteina de un peso molecular apa-
rente de 68-87 Kd, asi como varios péptidos más pequeños con peso molecular mayor
de 20 Kd~300~30’~06>, derivados de la anterior probablemente por medio de varios proce-
sos post-translacionales, entre los que se incluyen la fosforilización, la glicosidación cap-
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tadora de 02, y la proteolisis. La preproteina y estos péptidos más pequeños son detecta-
dos por immunotinción en los gránulos cromafines y solamente a algunos de éstos se
les ha puesto nombre (betagraninas)(307’308). La Cromogranina A representa del 40 al
50% del total de las proteinas solubles de la médula adrenal<309>. Recientemente se ha
descubierto la secuencia del DNAc de la Cromogranina A bovina(310’31), porcina(3l2>,
de la rata(308>, y del hombre(3l3~3l4>. También ha sido localizado en el cromosoma 14 el
gen de la Cromogranina A en el hombre1315>. El DNAc ha permitido deducir la cadena
polipeptídica no modificada de la Cromogranina A en el hombre, encontrándose que
ésta tiene un peso molecular de solamente 48-50 Kd y que es altamente hidrofílica en
toda su longitud. La Precromogranina A se sintetiza en la hipófisis, el cerebro, paratiroi-
des y médula adrenal, encontrándose en más abundancia el RNA mensajero en paratiroi-
des, seguido por la médula adrenal, la hipófisis y el cerebro<3~fl. La liberación de Cro-
mogranina A por las células de la médula adrenal producida en respuesta a la
estimulación colinérgica nicotínica es calcio dependiente. Junto a ella también se liberan
<Met)encefalina y catecolaminas(316>. La Cromogranina A liberada en cultivos tras esti-
mulación de células de la médula adrenal es transformada, por medio de la acción de
enzimas producidas por las mismas células, en péptidos que inhiben específicamente en
estas células la secreción de catecolaminas inducida por nicotina(317>. La presencia de
Cromogranina A en el Sistema Nervioso Central bovino y ovino ha sido demostrada por
métodos inmunoquímicos<287’302’318) y su distribución fue estudiada por métodos inmu-
nohistoquímicos(3l8>. Estos últimos demostraron una amplia distribución, pero con un
patrón de inmunotinción neuronal altamente selectivo, distinto a los de cualquier neuro-
transmisor conocido.
Las investigaciones en humanos se han limitado a las células neuroendocrinas(314>. El
LK2H1O es un anticuerpo monoclonal de la rata de la clase Igel, producido contra el feocromoci-
toma en el hombre, que reconoce la Cromogranina A del hombre con un peso molecular de 68 Kd
y los péptidos más pequeños derivados de ella(309’319’320>. Utilizando este anticuerpo, un estudio
reciente desarrolló un método con el que demostró inmunorreactividad similar a la de la Cromo-
granina A en el cerebro del hombre, demostrándose además que la inmunorreactividad de la Cro-
45
1 rl
CROMOGRANINA EN LA ENFERMEDAD DE ALZUEIMER
mogranina es destruida por el metanol y la parafina<321>, razón por la cual en otro estudio llevado
a cabo en la rata no se había encontrado inmunorreactividad en el $istema Nervioso Central, en
la hipófisis posterior, ni en los nervios periféricos(3O9>. El patrón de tinción intraneuronal de la
inmunorreactividad similar a la de la Cromogranina A fue semejante al de los péptidos neuro-
transmisores, correspondiendo la inmunoreactividad al aparato de Golgi y al núcleo denso de las
vesículas sinápticas grandes, tal como muestran los estudios llevados a cabo en animales(3l8.822>.
Esta inmunorreactividad para Cromogranina está ampliamente distribuida en el cerebro del hom-
bre, igual que en los cerebros ovino y bovino, pero es más abundante que cualquier otro péptido
neurotransmisor conocido, con la posible excepción del factor de liberación de corticotropina(323).
El patrón de tinción en la corteza cerebral del hombre está dominado por la intensa inmumorreac-
tividad del neurópilo, al que se añaden las neuronas con inmunorreactividad para la Cromograni-
na A(321>, lo que contrasta con las escasas fibras esparcidas entre las neuronas descritas en el
cerebro ovino (318>
En el cerebro bovino la inmunorreactividad para la Cromogranina A tiene una amplia distri-
bución en diversas régiones, siendo máxima en el neocortex y mínima en el cerebelo, médula
oblongata, y médula espinal. Sin embargo, el cerebro tiene mil veces menos inmunorreactividad
que la médula adrenal(28?>.
Recientemente se demostró inmunorreactividad para Cromogranina A en el citoplasma peri-
nuclear de las células piramidales del sector CM del hipocampo en el hombre<S>. La distribución
de la inmunorreactividad para la Cromogranina en el hipocampo mostró una llamativa semejanza
con el patrón de resistencia selectiva del daño cerebral epiléptico, donde tipicamente hay un
patrón de daño neuronal hipocampal caracterizado por destrucción de las neuronas piramidales
de los sectores CAl y CA3, respetando el sector CM y la capa celular granular del giro dentado.
La función de la Cromogranina A en el cerebro y en la periferia es totalmente desconocida.
Sin embargo, para la periferia se han propuesto varias funciones posibles: 1) Las cargas negativas
de las Cromograninas de alta densidad pueden estar involucradas en el almacenamiento de cate-
colaminas y péptidos en los gránulos secretores(294,32V 2) La Cromogranina A podría inhibir
reversiblemente<314) el proceso proteolítico de la proencefalina y la hormona adrenocorticotropa
por medio de una serma proteasa asociada a membrana (IRCM-serina proteasa 1, enzima aislada
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en la hipofisis), y por lo tanto podría influenciar qué clase del péptido seria secretado. 3) La Cro-
mogranina A puede actuar extracelularinente como modulador hormonal.
El hallazgo de que la Cromogranina A es una proteína captadora de calcio es importante
no solamente por el papel esencial del calcio en la regulación del metabolismo celular y la exocito-
sis<325226~, sino que también lo es, por el interés que presentan las proteínas captadoras de calcio
selectivamente expresadas en subtipos neuronales <por ejemplo la Calbindina), como determinan-
tes de susceptibilidad o resistencia a ciertas lesiones, entre las que están incluidas el daño cere-
bral epiléptico<327228>, y la Enfermedad de Alzheimer(329>.
La Cromogranina es el precursor de la pancreastatina, una hormona que inhibe la libera-
ción de la glucosa inducida por la insulina, asi como la secreción de Somatostatina en el páncreas
perfundido de la rata(3O8,3ll~3l2,3l4,33~S2>
Por último, la concentración de Cromogranina en sangre está elevada en una gran variedad
de tumores neuroendocrinos<333,3~).
Finalmente, y como se ha mencionado anteriormente, la Cromogranina A ha sido identifica-
da como el primer marcador sináptico universal de neuritas en las placas seniles de la Enferme-
dad de Alzheimer(114). -
3.5.- CALBINDINA (CaBP):
Es una proteína vitamina D dependiente ligadora de calcio, de 28 Kd de peso molecular,
que fue descubierta en el duodeno de pollo(335>, donde está relacionada con la regulación de la
absorción de calcio mediada por la vitamina O. Posteriormente se identificó en el riñon(33&237>,
cerebro<338’339~, hueso(340>, páncreas~34~, y en los dientes(~2>. La Calbindina hallada en el cere-
bro, a la que recientemente se le ha redenominado Calbindina D2SK<343), es inmunológica y qul-
miofisiológicamente similar a la proteína ligadora de calcio vitamina D dependiente de otros teji-
dos. Esta proteína se encuentra ampliamente distribuida en el cerebro(344.345>. En la amígdala y
en la corteza entorrinal de la rata se detectaron neuronas y fibras teñidas con Calbindina<346>. En
los diferentes tipos neuronales los estudios inmunohistoquimicos han revelado un desigual conte-
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nido de Calbindina, por ejemplo, tienen un alto contenido de Calbindina las células de Purkinge
del cerebelo, las neuronas del giro dentado y del sector CAí del hipocampo(339.345>, las neuronas
del núcleo basal de Meynert~347>, y las interneuronas de la corteza cerebral (capas 11-111 y y-
vfl«~-~>, mientras que en otras células existe poca o ninguna Calbindina.
La función de la Calbindina no se conoce, aunque se piensa que intracelularmente puede
actuar como tampón (buffer) del jón calcio cuando la concentracción de éste es superior en más
de diez veces a la que existe en condiciones normales(339>. Este aumento incontrolado del calcio
funciona como un tóxico potente, produciendo una activación de proteasas y la muerte celu-
lar~349>. En el neocortex de cerebros con la Enfermedad de Alzheimer existe una disminución de
niveles de Calbindina(350>. Esta disminución no es exclusiva de la Enfermedad de Alzheimer, ya
que también se han encontrado disminución de niveles de Calbindina en la corea de Huntington,
la enfermedad de Pick, la atrofla cerebral severa y en la demencia de la diálisis, lo que indica que
la disminución de la Calbindina ocurre en las encefalopatías difusas(350>. En la corteza prefrontal
de cerebros con la Enfermedad de Alzheimer, se ha encontrado una disminución de la inmunorre-
actividad para la Calbindina en las células piramidales en la capa IIIb-c, las cuales contenían Sajas
concentraciones de Calbindina en los controles normales, mientras que en las interneuronas de
las capas 11-lila, que en los mismos controles contenían grandes cantidades, no se encontró una
disminución significativa en el número o en la intensidad de la tinción, lo que ha llevado a pensar
que las altas concentraciones citoplásmicas de proteínas ligadoras de calcio pueden jugar un
papel protector en e] desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer(351>.
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AMIGDALA
La amígdala recibe este nombre porque su forma general se parece a una almendra. Está
situada en la porción dorsomedial del polo temporal del cerebro, formando las paredes ventral,
superior y medial del extremo ventral del asta inferior del ventrículo lateral. En su región superior
se continúa, en parte, con el borde inferomedial del antemuro o claustro. Está separada de forma
incompleta del putamen y globus pallidus por fibras de la cápsula externa y la sustancia gris
subestriada, y está en estrecho contacto con la cintilla óptica. La amígdala es en parte profunda a
la circunvolución semilunar, el gyrus ambiens y el uncus; zonas de transición la conectan con la
sustancia perforada anterior, corteza prepiriforme y circunvolución del hipocampo. Caudalmente
está relacionada íntimamente con la porción ventral del hipocampo. Se une con el extremo de la
cola del núcleo caudado que cursa ventralmente en el techo del asta inferior del ventrículo lateral;
desde su porción caudal surge la estría terminal.
La amígdala junto con el hipocampo, el fornix, el giro cingulado, el núcleo septal y los cuer-
pos mamilares, forma parte de lo que se ha dado en llamar el Sistema Lírnbico.
El complejo amigdalino comprende un grupo heterogéneo de núcleos y estructuras cortica-
les, que son diferentes en cuanto a conexiones, citoarquitectura e histoquimica. Los hallazgos ana-
tómicos y fisiológicos avalan el concepto de divisiones amigdalinas individualizadas, aunque los
núcleos no están aislados unos de otros, sino que se intercomunican a través de conexiones
intrinsecas<352-354)
La amígdala tiene al menos 10 núcleos y áreas corticales distintas, muchas de las cuales
están divididas en dos o más subregiones. Muchos de estos núcleos tienen un contorno irregular,
no distinguiéndose los límites que lo separan del núcleo adyacente. Por otra parte, algunas zonas
de transición tienden a oscurecer la delimitación entre dos núcleos. A pesar de los numerosos
estudios sobre la organización citoarquitectónica de la amígdala, que comenzaron a principios de
este siglo con los trabajos de Volsch(35&356), todavía persiste una confusión con respecto a la ter-
minología y a la delimitación de estos núcleos. Esta confusión, en parte, es debida a la existencia
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de dos escuelas. Una, la escuela japonesa<357’358~, que sigue la tradición alemana de Volsch<356) y
Brockhaus~359~, divide la amigdala en pequeñas y numerosas subdivisiones. Por el contrario, la
otra escuela, americana y europea, sigue la nomenclatura dada por Johnston(360> en el murciéla-
go, y que posteriormente fue promulgada en el mono y en el hombre(361>362>. Esta escuela divide
la amígdala en pocos núcleos principales y alguno de ellos es subdividido en dos o tres partes. Un
ejemplo de la disparidad en la nomenclatura se encuentra en las descripciones de la porción doy-
somedial de la superficie cortical de la amígdala. Las siete subdivisiones de la amígdala superficial
de la escuela japonesa(35?> se corresponden a solamente dos de la escuela americana y euro-
pea(360>, los núcleos cortical y medial.
Además, dentro de cada escuela se han aplicado diferentes términos para designar aparen-
temente las mismas regiones en las diferentes especies, lo que hizo que la confusión aumentase.
Por ejemplo, la región del núcleo basal del mono<361’362> generalmente se denomina núcleo baso-
lateral en la rata y el gato. Esto es tremendamente confuso, ya que en la nomenclatura original de
Johnston(360>, el término basolateral se utilizó para denominar la región de la amígdala que abar-
ca los núcleos basal, accesorio basal y lateral de la terminología utilizada en la amígdala del
mono.
- Para comprender las razones de tal disparidad en la terminología de la amígdala, es impor-
tante recordar que ha habido tres épocas en el estudio de la amígdala. En la primera, el único cri-
terio para dibujar los límites fue la tinción de los núcleos con Nissl. Johnston(300> comunicó los
primeros hallazgos en el murciélago, mientras que fue Brodal(363> el que aportó los más sugesti-
vos estudios en la rata y Fox<3M) en el gato. Los estudios de Crosby y Humphrey en el hom-
y Lauer en el mono<365) fueron la base de la terminología utilizada después en el
mono.
La segunda época corresponde al advenimiento de las técnicas histoquimicas, especialmen-
te la demostración de acetilcolinesterasa. Así, se hicieron estudios detallados en el mono(366,367>,
el cerdo<368), y más recientemente en la rata<369270). Se ha enfatizado que el patrón de tinción
con acetilcolinesterasa es de gran ayuda para confirmar ciertos límites, tales como los del núcleo
basal<371>. Sin embargo, en el núcleo lateral y en otras áreas los patrones de Unción con Nissl y
acetilcolinesterasa no son particularmente complementarios.
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En la tercera época se incorporó la información sobre las conexiones para definir los lími-
tes de los núcleos(3S2~3?2>. Es de esperar que los resultados de los estudios de las conexiones, la
citoarquitectura, la histoquimica y la inmunohistoquimica, contribuyan a desarrollar una nomen-
clatura que ponga de acuerdo a las diferentes escuelas y que al mismo tiempo pueda ser aplicada
en cualquier especie, poniendo fin a la confusión creada. Un primer intento fue realizado por
Price en la rata, el gato y el mono, utilizando secciones teñidas con Nissl y acetilcolinesterasa<373>,
proponiendo tres grupos de áreas corticales y núcleos en la amígdala: 1) Núcleo basolateral
(núcleos basal,-lateral y accesorio del basal) que tienen interconexiones importantes con el neo-
cortex. 2) Núcleo corticomedial (corteza periamigdalina, núcleos corticales anterior y posterior,
núcleo medial y núcleo del tracto olfatorio) que están directamente conectados con el sistema
olfatorio. 3> Núcleo central y áarea amigdalina anterior que estan interconectadas con las regio-
nes de control autonómico del hipotálamo lateral y tronco cerebral. En el hombre el grupo basola-
teral es relativamente grande, mientras que el corticomedial es considerablemente pequeño.
A continuación se hace una breve descripción del núcleo medial y de los núcleos que se
estudian en este trabajo, así como de las conexiones entre ellos, y de las aferencias y eferencias
relacionadas con los mismos:
NUCLEO LATERAL: Este núcleo fue reconocido por Johnston en el feto humano<360>, y es
el componente más grande de la amígdala humana. La extremidad cefálica del núcleo está
situada en el poío frontal de la amígdala y se continúa caudalmente hasta las tres cuartas
partes de la extensión de la misma<361>. El núcleo lateral en toda su extensión presenta
neuronas entremezcladas de pequeño y mediano tamaño, de tipo multipolar, que son más
pequeñas y tienen menor concentración de marcadores colinérgicos que las de la adyacente
porción lateral del núcleo basal(373>. Más caudalmente, en el núcleo lateral se distingue un
- nucleo” ventrolateral de la región dorsomedial en base a la gran densidad celular y a que
se tiñe más intensamente con acetilcolinesterasa<3?3>. Lateralmente, el núcleo lateral está
rodeado por la cápsula externa, presentando células intercaladas excepto en la zona donde
forma la pared del ventrículo<361>.
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NUCLEO BASAL: Contiene las células más grandes de la amígdala y los mayores niveles
de acetilcolintransferasa y acetilcolinesterasa, El núcleo basal presenta neuronas de diferen-
tes tamaños y distintas concentraciones colinérgicas, por lo que se divide en dorsal o mag-
nocelular y ventral o parvicelular<3~>.
La porción dorsal del núcleo basal tiene las células más grandes de la amígdala y su neu-
rópilo se tiñe intensamente con acetilcolintransferasa y acetilcolinesterasa. Se extiende a lo
largo de la mayor parte de la porción rostrocaudal de la amígdala, alcanzando su mayor
desarrollo en el tercio medio de ésta. El núcleo está rodeado por fibras longitudinales de
asociación que le separan, lateral y medialmente, de los núcleos lateral y accesorio basal y,
dorsomedialmente, de los núcleos cortical anterior, medial y central.
La porción ventral del núcleo basal o porción de células más pequeñas está situada ven-
tromedial a la porción dorsal, excepto en los extremos rostral y caudal de la amígdala.
Tiene menor concentración de marcadores colinérgicos que la porción dorsal del núcleo.
Ventralmente, esta porción del núcleo basal se extiende medialmente bajo el núcleo acceso-
rio basal y lateralmente bajo el margen medial del núcleo lateral. Se distingue de esos
núcleos por los diferentes tamaños celulares, por la concentración algo más alta de acetilco-
linesterasa y por las extensiones ventrales de los haces de fibras de asociación. A nivel cau-
da!, esta porción del núcleo basal se extiende ventromedialmente hacia la incipiente fisura
amigdaloidea y se funde con la porción del surco de la corteza periamigdalina.
NUCLEO ACCESORIO BASAL: Se encuentra dorsomedial al núcleo basal, del cual, por lo
general, está claramente separado por bandas verticales pertenecientes a los haces de fibras
de asociación. El núcleo accesorio basal, como el núcleo basal, tiene neuronas de diferentes
tamaños y distintas características de tinción histoquimica, por lo que se divide en tres por-
ciones~373~: 1) Dorsolateral o magnocelular, 2) Ventromedial o parvicelular y 3) Medial o
superficial.
La porción dorsolateral es pequeña rostralmente, pero caudalmente es el mayor compo-
nente del núcleo. Las células, que son de tamaño medio, se tiñen intensamente con Nissl.
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Con acetilcolinesterasa se tiñen de forma ligera a moderada, lo que las distingue de las de
la adyacente porción dorsal del núcleo basal, que se tiñen intensamente(373>.
La porción ventromedial, como su propio nombre indica está localizada ventromedialmen-
te a la porción dorsolateral, tiene células más pequeñas y se tiñen de forma más íigera(3fl>.
La porción medial se ve mejor en la mitad caudal de la amígdala, donde va medial a las
divisiones anteriores. Con Nissl sus células son casi tan grandes como las dorsolaterales,
aunque no aparecen de forma tan densa, y tienden a ser más redondas y a teñirse más lige-
ramente que éstas. Con acetilcolinesterasa la Unción es intensa, lo que permite distinguir
mejor la porción medial(372>.
NUCLEO CORTICAL: Se extiende por algo más de los dos tercios de la longitud total de
la amígdala, estando separado de la superficie cerebral por una zona libre de células, que
puede considerse como su zona molecular<361). En este núcleo se distinguen dos porciones,
una anterior y otra posterior.
La porción anterior estA localizada inmediatamente caudal a la corteza piriforme, en la
unión del lóbulo temporal y el cerebro basal anterior(373>. Todas las capas de la porción
cortical anterior se tiñen moderadamente con acetilcolinesterasa. La porción posterior es la
menos cortical de las estructuras de la superficie de la amígdala. Se localiza caudalmente
en la amígdala y es ventral al núcleo medial. Aparece como una masa homogénea de célu-
las pequeñas y presenta una tinción moderadamente densa con acetilcolinesterasa y acetil-
colintransferasa, aunque ésta no es tan intensa como la que presenta el área amigdalina-
hipocampal<S~>.
NUCLEO MEDIAL: Se localiza caudal a la porción anterior del núcleo cortical, distinguién-
dose de ésta porque presenta una capa II más densa(372>. Está compuesto por neuronas
pequeñas multipolares, entremezcladas de vez en cuando con células ligeramente más gran-
des<361). En toda su extensión ocupa una posición cerca de la superficie del cerebro, entre
54
CROMOGRANINA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIME)?
la fisura rinal y el núcleo cortical<361~. Ventrolateral a él está el núcleo accesorio basal<361~.
El núcleo medial tiene una forma que va de oval irregular a poliédrica(36l>.
CONEXIONES DE LA AMIGDALA
Todavía no se han establecido al completo las conexiones de la amígdala en el cerebro
humano. La mayor parte de la información disponible proviene de los estudios de degeneración y
electrofisiológicos sobre una variedad de mamiferos entre los que se incluyen el mono.
1) CONEXIONES INTRíNSECAS
Existe acuerdo general en que las principales conexiones intra-amígdalinas emergen de los
núcleos lateral y basal, y terminan en los núcleos más mediales, núcleos accesorio basal, medial y
porción anterior del núcleo cortical entre otros. Un hallazgo constante y a la vez sorprendente fue
que los núcleos medial y cortical proyectan debilmente hacia atrás a los núcleos lateral y basal, lo
que signigfica que la información a través de la amígdala es fundamentealmente unidireccional,
con una dirección que va desde la zona lateral a la medial de la amigdala(3fl>.
El núcleo lateral proyecta de forma densa al núcleo accesorio basal en la rata, gato y
mono~352’354’374’3~5>. También proyecta, aunque debilmente, al núcleo media! y a la porción pos-
terior del núcleo cortical.
El núcleo basal presenta una interconexión entre sus porciónes dorsal y ventral, que es
bidireccional en la rata y gato, y unidireccional en el mono. Este núcleo proyecta a los núcleos
medial y accesorio basal en la rata, gato y mono(SB?~54>.
El núcleo accesorio basal del mono presenta una interconexión bidereccional entre sus por-
ciones dorsolateral y ventromedial. También envia proyecciones a los núcleos medial y corti-
cal<354). Con trazadores retrógrados se ha identificado una leve proyección a los núcleos lateral y
basal en el gato y el mono(854.37t376)
El núcleo medial solamente da lugar a unas pocas interconexiones intra-amígdalinas. Mien-
tras que en el gato y la rata envia fibras a la porción posterior del núcleo ~ en
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el mono envía fibras a la porción dorsolateral del núcleo accesorio basal y la porción Lnterior del
núcleo cortical<~>.
El núcleo cortical envía conexiones al núcleo medial<3751.
2) AFERENCIAS DE LA AMíGDALA
Las aferencias de la amígdala han sido estudiadas profusamente en la rata, el gato y el
mono. Los orígenes de las aferencias han sido clasificados en tres grupos: 1) Sensorial, 2) Límbico
y 3) General. En este último grupo están incluidas las aferencias aminérgicas del tronco cerebral y
las aferencias colinérgicas del cerebro basal anterior.
En base a que los diferentes grupos terminan en distintos núcleos de la amígdala y a la
peculiar disposición de las conexiones internucleares de la amígadala se ha sugerido que las infor.
maciones enviadas a través de los diferentes grupos de aferencias siguen distintas rutas a través
de la amígdala, y probablemente la información que sale por las eferencias de los distintos núcle-
os de la amígdala sea diferente(378) -
2.1) A4FERENCIAS SENSORIALES: El neocortex es la mayor fuente de aferencias que
retransmite información sensorial a la amígdala. Así, se han demostrado aferencias provenientes
de neocortex temporal(3?9>, corteza entorrinal<38~382>, corteza piriforme(375~38S>, lóbulo frontal e
insula(38~52>, y la formación hipocampal(lS4.Z75.3~-».
El núcleo lateral del gato recibe fibras de neocortex (areas somatosensoriales(3M),
viscerosensoriales(385), visuales y auditivas). En el mono se ha visto que estas aferencias
van además a la porción dorsal del núcleo basal(381’386>. En la rata(370), las áreas cortica-
les perirrinal e insular> que reciben proyecciones de las áreas de asociación relacionadas
con las áreas visuales, auditivas, somatosensoriales y viscerosensoriales, proyectan al
núcleo lateral y al núcleo basal.
El bulbo olfatorio proyecta directamente a los núcleos superficiales de la amígdala<387)
e indirectamente a los núcleos profundos, entre los que se incluye el núcleo latera!.
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2.2),24FERENCL4S LIMBICAS: En el gato y el mono la corteza frontal medial y de la ínsu-
la, el área 35 de la corteza perirrinal, el área lateral de la corteza entorrinal y el subículum envian
aferencias al núcleo basal
1333>. En la rata el núcleo lateral recibe aferencias que provienen del
área frontal medial, del área entorrinal y de la formación hipocampal<3~>.
2.3> AFERENCL4S GENERALES: La amígdala recibe aferencias provenientes de grupos
celulares aminérgicos del tronco cerebral, así como aferencias colinérgicas provenientes del cere-
bro basal anterior.
En la rata todos los núcleos han demostrado poseer en mayor o menor cuantía fibras dopa-
minérgicas, serotoninérgicas y nordrenérgicas, siendo el núcleo lateral el que menor cantidad reci-
El núcleo basal ha sido el que presentó principalmente aferencias colinérgicas, aunque no
ha sido el único en que se han visto<374’390’391).
3) EFERENCIAS DE LA AMIGDALA
Además de las importantes conexiones de la amígdala con el hipotálamo y el tronco cere-
bral, el complejo amigdalino es el lugar de origen de prominentes proyecciones que van al tálamo
y neocortex, a la formación hipocampal, a porciones principales del striatum y a varios grupos celu-
lares del cerebro basal anterior, incluyendo las células colinérgicas del núcleo basal de Meynert.
La eferencia mejor estudiada del complejo amigdalirio va través de la estría terminal, pro-
yectando hacia las áreas septales y regiones preápticas y adyacentes del hipotálamo, mientras que
algunas fibras continúan por la estría medular del tálamo para alcanzar el núcleo habenular.
Otras fibras eferentes no van a la estría terminal (vía amigdalofugal>, sino que siguen rutas direc-
tas más ventrales para alcanzar muchos de los núcleos hipotalámicos, la corteza del lóbulo pirifor-
me, el núcleo dorsomedial del tálamo y la formación reticular de la calota mesencefálica.
A continuación se describen las eferencias de la amígdala que van al hipocampo, corteza y
región subcortical.
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3.1> EFERENCL4S AL HIPOCAMPO~ El núcleo accesorio basal manda fibras al sector
CAl del hipocampo<392~. La porción ventral del núcleo basal envía fibras eferentes al pre y parasu-
biculum, mientras que el núcleo lateral solamente envía fibras al parasubiculum<392).
A la corteza entorrinal llegan fibras de los núcleos accesorio basal y del lateral<392> La por-
ción dorsolateral del núcleo accesorio basal envía fibras a la capa 1 de toda la corteza entorrinal, y
tan solo en la porción rostral de la corteza entorrmnal a la capa III y al espacio libre de células de
la capa 11(392>. La porción ventromedial de este mismo núcleo envía algunas fibras a la capa III de
la mitad rostral de la corteza entorrinal(~~2~. Por último, el núcleo lateral da cíerencias a la capa 1
de la totalidad de la corteza entorrmnal(392>.
12) EFERENCIAS A LA CORTEZA: El complejo amígadalino envía eferencias directa-
mente a las cortezas frontal, temporal> insular y occipital<386’39~396>. La amígdala proyecta fuerte-
mente a las regiones polisensoriales corticales, tales como las cortezas perirrínal, polar temporal y
orbitofrontal<392>. También se ha visto que las áreas visuales del lóbulo temporal reciben eferen-
cias de la amígdala en la misma cantidad que las regiones anteriormente citadas, mientras que las
áreas auditivas corticales reciben menor cantidad, y la corteza motora primaria practicamente no
recibe proyecciones (392>
Las proyecciones que recibe el lóbulo frontal emergen de la porcion dorsal del núcleo basal
y de la porción dorsolateral del núcleo accesorio basal(392>.
Las proyecciones que recibe la corteza insular se originan fundamentalmente en el núcleo
latera!, porción ventral del núcleo basal y porción dorsolateral del núcleo accesorio basal<392~.
Todas las principales divisiones del lóbulo temporal reciben fibras de la porción dorsal del
núcleo basal. Además, la corteza polar temporal recibe proyecciones de los núcleos lateral y acce-
sorio basal (392)
3.3) EFERENCIAS SUBCORTICALES: Desde hace años se sabe que la amígdala da
importantes proyecciones subcorticales al núcleo de la sIria terminalis, hipotálamo y núcleo
mediodorsal del tálamo<397400>. Sin embargo, más adelante se ha visto que las proyecciones sub-
corticales de los núcleos de la amígdala son mucho más complejas y extensas.
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Las fibras de muchos núcleos de la amígdala van a través de la via amigdalofugal ventral
alcanzando las áreas adyacentes del cerebro basal anterior, distribuyendose fundamentalmente en
la sustancia innominada, incluyendo el nucleus basalis, y en las estructuras estriadas, incluyendo
el nucleus accumbens, el tubérculo olfatorio y la mayor parte del núcleo caudado y putamen(401-
404)
El núcleo basal (porción ventral> y el núcleo accesorio basal (porción dorsolateral> envian
fibras a la sustancia innominada, núcleo caudado, putamen, núcleo accumbens. Sin embargo nin-
guna de las fibras alcanza la porción dorsolateral del caudado y putamen, relacionadas con la cor-
teza sensomotora(40M05>.
Los núcleos del grupo basolateral y el cortical envian fibras al núcleo medio dorsal del tála-
mo.
Los núcleos medial y el accesorio basal proyectan a la porción medial y lateral del hipotála-
mo a través de la estría terminal y de la vía amigdalofugal ventral.
Podemos resumir, con el riesgo de simplificar demasiado, que las proyecciones de la amíg-
dala pueden dividirse pricipalmente en dos sistemas: El primero sería el relacionado fundamental-
mente con el cortex cerebral y las estructuras subcorticales, en el cual los núcleos lateral y basal
amigdalinos dan lugar a la mayor parte de las proyecciones de la amígdala a la corteza(39M06),
mientras que sus proyecciones subcorticales son menos importantes, siendo estas dirigidas a
estructuras que tienen importantes interacciones con la corteza cerebral (sustancia innominada,
estriado y núcleo medio dorsal tálamico>. El segundo sistema de proyección está relacionado con
estructuras avisceralesn Por ejemplo, el núcleo medial que no proyecta a la corteza cerebral, ni al
núcleo tálamico medio dorsal<385>, sin embargo da la principal proyección a las estructuras rela-
cionadas con funciones viscerales en el hipotálamo y el tronco cerebral. Esta división en dos siste-
mas sirve para recalcar la doble capacidad que tiene la amígadala. Por,una parte, los núcleos
amigdalinos pueden influenciar las funciones cognoscitivas, a través de sus proyecciones cortica-
les o bien a través de estructuras como el nucleus basalis o el núcleo medio dorsal talámico. Por
otra parte, los mismos núcleos pueden alterar la funciones viscerales a través de las proyecciones
que van a los centros neuroendocrinos del hipotálamo.
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ASPECTOS FUNCIONALES DEL COMPLEJO AMJGDALINO
1— Funciones viscerales:
La estimulación o ablación de la amígdala produce diferentes efectos autonómicos y endo-
crinos, no sólo directamente sino a través de sus conexiones con centros autonómicos del tronco
cerebral y con el hipotálamo. La estimulación eléctrica de una serie de regiones de la amígdala del
gato> fundamentalmente la porción magnocelular del núcleo basal<40~, produce una respuesta
orientada seguida por comportamientos asociados con la defensa o la huida, por ejemplo cese de
la espontaneidad con movimientos de búsqueda con la cabeza y postura para el ataque(406>. Ade-
más hay una serie de componentes autonómicos de estos comportamientos que incluyen: Retrac-
ción de la membrana nictitante y dilatación pupilar, piloerección, hipertensión arterial con bradí-
cardia, disminución de la amplitud y aumento de lá frecuencia de las respiraciones, alteraciones
de la motilidad gástrica y secreción y movimientos de masticación y olfateo.
2.- Reacción ante el stress:
Las lesiones en la amígdala de la rata disminuyen la acidez gástrica en ayunas y atenuan la
formación de lesiones en la mucosa inducidas por lesión hipotalámica bilateral(409>. Acción simi-
lar a la producida por el clordiazepóxido, lo que sugiere que la amígdala es un lugar de acción de
estas drogas ansiolíticas.
3.- Reproducción:
La amígdala está relacionada con la conducta sexual, especialmente con el papel que
juega el olfato en esta conducta, aboliéndose por lesiones en el núcleo medial<410’411~.
También interviene en otros aspedos del comportamiento no relacionados con aferencias
sensitivas, como la construcción del nido~41~14>. La mayoria de los efectos en la reproduc-
ción se relacionan con la región corticomedial, especialmente el núcleo medial. Sin embar-
go, las lesiones en el grupo basolateral producen aumento de la actividad sexual(4l~i7>,
mientras que los estimulos la disminuyen141~-
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4.- Alimentación:
Las lesiones en el núcleo central y en el grupo corticomedial producen afagia y adipsia,
mientras que las lesiones en el grupo basolateral producen hiperfagia e hiperdipsia(4l&429).
5.- Comportamiento social:
El daño amigdalino altera el comportamiento social entre individuos. Según el ambiente en
que se mantenga a los animales a los que se le ha producido el daño amigdalino, se produce una
alteración en la aparición de los síntomas típicos del Síndrome de Kliiver-Bucy. L,os animales man-
tenidos en cajas en el laboratorio desarrollan un síndrome completo (incluyendo hipersexualidad),
mientras que los que se mantienen en libertad no lo demuestran. En otro orden, las hembras son
incapaces de cuidar a sus crias.
&- Memorit~
Hoy se sabe que la amígdala, el hipocampo y la corteza entorrinal tienen un papel impor-
tante en la memoria. Se ha comprobado que los monos con el lóbulo temporal dañado tienen
mayor o menor afectación de la memoria, dependiendo del daño de estas estructuras <430>.
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CORTEZA ENTORRINAL
La corteza entorrinal está localizada en la parte ventromedial del tercio anterior del lóbulo
temporal. La mitad de la corteza entorrinal está debajo de la amígdala y el resto está asociada con
la parte anterior del hipocampo. Sus límites dorsomediales varían en los diferentes niveles antero-
posteriores. En la parte más anterior está bordeada por la corteza piriforme, más posterior por la
corteza periamigdalina de la que está separada por el sulcus semianularis y hacia su parte poste-
rior está limitada por el parasubiculum. Los límites laterales están formados por el surco final,
que en su pared medial forma la corteza prorinal y en su cara lateral la corteza peririnal. Esta
zona es la zona de transición entre el allocortex y el neocortex.
La corteza entorrinal muestra una diferenciación laminar importante, desapareciendo algu-
na de las capas con los limites de la región. Las alteraciones del patrón laminar sirven para subdi-
vidir la corteza en regiones. La primera descripción de la corteza entorrinal fue dada, en 1.901,
por Cajal<43~, quien no sólo determinó su posición sino que describió su estructura, dividiéndola
en siete capas. A la capa IV Cajal también la llamó plexiforme profunda o capa sin células. Años
más tarde, Lorente de Nó<432> propuso una nueva división de la corteza en sólo seis capas, consi-
derando a la capa IV de Cajal como parte de la capa III, por no ser una capa celular y por su difí-
cil reconocimiento debido a estar poco desarrollada en algunas zonas. Siguiendo la división de
Lorente de Nó, la corteza entorrinal estaría fo:mada por las siguientes capas:
1. Capa plexiforme. Formada por pocas células con forma estrellada, redondeada o fusifor-
me y sobre todo por fibras ascendentes y colaterales.
II. Capa de células estrelladas. Generalmente dispuestas en dos o tres filas y ocasionalmen-
te formando islotes o grupos. Formada por células estrelladas, células con axon ascendente
y células con el eje horizontal con muchas colaterales que sé dividen en fibrillas que for-
man un plexo.
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III. Capa de células piramidales. Es la más ancha de las capas. A nivel anterior tiene aspec-
to parcheado haciéndose más homogénea y con aspecto columnar en niveles más posterio-
res.
IV. Capa de células piramidales profundas. Las células piramidales son las más numerosas,
presentan una prolongación ascendente que no se ramifica. Además, hay otros tipos de
células: Horizontales, globulosas, poligonales y estrelladas.
V. Capa de células piramidales pequeñas. Tienen una prolongación que alcanza la capa 1,
varias dendritas basales y un axon que desciende y forma un arco volviéndose hacia arriba
y ascendiendo hasta las capas superiores donde se ramifica. En esta capa tambien hay célu-
las globulares y fusiformes.
VI. Capa de células polimorfas. El límite entre la capa y y la VI no está bien definido. Las
células que forman esta capa son fundamentalmente pequeñas células piramidales, grandes
células globulares y células poligonales.
Las nomenclaturas más frecuentemente usadas para distinguir las diferentes capas de la
corteza entorrinal, son variaciones de la de Cajal o de la de Lorente de Nó. Menos acuerdo se ha
encontrado en la delimitación de las subregiones en que puede dividirse la corteza entorrinal.
Aunque Lorente de Nó afirmó que había pocas razones para subdividirla en grupos citoarquitectó-
nicos, de hecho él la dividió en tres partes: Lateral, intermedia y medial> en base a su proyección
sobre el hipocampo a través de la vía perforante, de la rama alvear o de ambas. OtrosM33AS’V, la
dividieron en lateral o área 28b y medial o área 28a. Itose(435A36), dividió la corteza humana en
23 campos. Braak(437~, utilizando criterios pigmento-arquitectónicos, la divide en 16 áreas. Van
Hoesen y Pandya(lS’A38439), basándose en criterios citoarquitectónicos y de conexión, han reco-
nocido tres subdivisiones en monos: 1) Medial o 28a, es la mayor y constituye el prototipo arqui-
tectónico básico con el que se comparan otras. En secciones teñidas con Nissl exhibe una capa 1
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con escasas células <plexiforme externa); una capa II dc células estrelladas grandes; una capa III
ancha con células piramidales de tamaño mediano; una capa IV con escasas células (lámina disse-
cans o plexiforme interna); una capa y estrecha compuesta por células piramidales más pequeñas
y horizontales y una capa VI multilaminada compuesta de células descritas por Cajal como poíi-
morfas. 2) Intermedia o 28i, cuya capa II está formada por islotes grandes y presenta lámina disse-
cans. 3> Lateral o 28b, se diferencia de 28a en que presenta una capa II formando islotes de célu-
las pequeñas; la capa III es menos compacta y tiene aspecto más parcheado, la capa IV es variable
y difícil de detectar salvo en niveles caudales y la capa Vi está más laminada. En Nissl capa II y IV
son las características diferenciadoras de este área. Más recientemente, Amaral<44O>, que sigue la
nomenclatura de Cajal, basándose en las diferencias laminares, que encuentra en sentido antero-
posterior, ha subdividido la corteza entorrinal en siete campos distintos.
Para Braak(437> la estrecha capa sin células (lámina disecans) sirve para distinguir el estra-
to principal externo (Pre) del interno (Pri). El estrato principal externo está formado por tres
capas: Pre-alfa, Pre-beta y Pre-gamma. La Pre-alfa correspondería a la capa de células estrelladas
de Cajal o la capa II de Lorente de ?Nó. La Pre-beta y la Pre-gamma correspondería a la capa III de
Lorente de Nó. La Prí-alfa a la capa IV. La Pri-beta a la capa V y la Pri-gamma a la capa VI.
La corteza entorrinal recibe aferencias desde diversas regiones corticales, frontales y tem-
porales(44U, y subcorticales, incluyendo la amigdala<44Z443>, claustrum<444), mesencéfalo<444~, tála-
mo<444>, hipotálamo<444>, y tallo cerebral(4M,445). Las áreas temporales neocorticales, periamigdali-
nas y prepiriforme <área 51) proyectan sobre las capas 1 a III de la corteza entorrinal lateral (área
28b) e intermedia (área 280<438); el área perirrinal (área 35) proyecta de fonna difusa sobre las
tres áreas de la corteza entorrinal; el parasubiculum (área 27) proyecta sobre las capas 1 y III de
la corteza entorrinal medial e intermedia, en esta última en la zona caudal. El subiculum y el hipo-
campo proyectan sobre la capa IV de la corteza entorrinal(154M6>. Además del área periamigdali-
na, el núcleo basal de la amígdala también proyecta sobre corteza entorrinal intermedia y lateral.
Sobre esta última también proyecta el área orbitolrontal<439). Desde la amígdala tenemos las
siguientes proyecciones: Los núcleos latera!, accesorio basal y basal proyectan sobre las capas 1,
III y V en la zona rostral, y en la zona intermedia y caudal sobre la capa 1, en zona intermedia y
caudal<4441. Además, a través del núcleo lateral recibe información de corteza frontal, temporal e
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ínsula<38044~. Esto abre una ruta a través de la cual diversas regiones corticales pueden influir
en la función hipocampal. El sector CAl del hipocampo y el subiculun reciben proyecciones amig-
dalinas fundamentalmente de la división magnocelular del núcleo accesorio basal, la división par-
vicelular del núcleo basal y de la corteza periamigdalina(448>. El núcleo lateral puede influir indi-
rectamente en el hipocampo a través de proyecciones intra-amigdalinas al núcleo accesorio basal,
el cual proyecta sobre CAl y subículum.
Las proyecciones eferentes de la corteza entorrinal fueron descritas por Cajal(449> y dividi-
das en varias vías. La más larga y mejor conocida se llamó vía témporo-ammonica directa o vía
perforante. Este sistema de axones deja la sustancia blanca situada debajo de la corteza entorrinal
y asciende (perfora> a través del presubículum, subiculum y prosubiculum hasta la fisura hipocam-
pal. Desde aquí distribuye fibras a las capa moleculares del hipocampo y fascia dentada. Dos vías
más pequeñas, procedentes de la corteza entorrinal, fueron descritas y llamadas temporo-alveola-
res, estas vías cruzaban la vía perforante. Cajal describió una cuarta vía que iría al cuerno inferior
del ventrículo latera!.
Desde las descripciones de Cajal se han hecho considerables esfuerzos para definir el oil-
gen y distribución de las eferencias entorrinales, especialmente de la vía perforante. Por ejemplo,
se ha demostrado que las áreas medial (28a) y lateral (28b) de la corteza entorrinal dan lugar a
componentes específicos de la vía perforante que terminan, en distintas zonas, entre las dendritas
de las celulas granulosas de la fascia dentada y las dendritas apicales de las células piramidales
hipocampales.
Se había descrito(430> que la parte lateral de la corteza entorrinal proyectaba sobre el tercio
externo de la capa molecular, mientras que la parte medial proyectaba sobre el tercio interno de
la capa molecular. Posteriormente, Steward(45’> demostró que la corteza entorrinal tiene, más que
dos campos terminales, múltiples campos terminales en la capa molecular.
Las eferencias de la corteza entorrinal van fundamentalmente al hipocampo a través de la
vía perforante. Van desde las capas II y III de Cajal(43t4S2ASl4S4) hasta el hipocampo (presubicu-
lum, subiculum, prosubiculum, fisura hipocampal y fascia dentada). La parte medial de la corteza
entorrinal envía fibras a CAl, CA3 y capa molecular de la fascia dentada. La parte interinedia pro-
yecta sobre el estrato molecular de CAl y la fascia dentada. Además de esta vía hay otra proyec-
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ción no hipocampal a la vecindad del surco rinal en la corteza temporal, surgiendo las fibras de
las capas profundas de la corteza entorrinal sobre todo de IV<455>. Las capas V y VI mandan pro-
yecciones al estriado<456>.
Para Steward(45l>, en la rata, la parte medial proyecta sobre CAl, cerca de la transición de
CAl con CA2, y la parte lateral sobre CAl, lejos de CA2 y próximo al subiculum, y en la capa
molecular del propio subiculum.
La proyección entorrino-hipocampal va desde las células estrelladas de la capa II de la cor-
teza entorrinal(450> hasta la capa molecular del área dentada y desde las células piramidales de la
capa III hasta el estrato lacunoso-molecular de CAl<45l>. Las capas profundas V y VI no contribu-
yen con sus axones a la formación de la vía perforante.
Existe desde la corteza entorrinal una proyección no hipocampal que termina en varias
zonas de la corteza temporal. Estas proyecciones salen fundamentalmente de las capas profundas
y sobre todo de la capa fl’<455). Como la capa IV recibe proyecciones de la zona CAl del hipocam-
po, esta capa se ve implicada en una conexión indirecta entre el hipocampo y la corteza temporal.
Es posible además que axones intrínsecos de la corteza entorrinal completen el circuito capa III-
CAl hipocampal-capa IV(~5>.
Las capas V y VI mandan proyecciones al estriado(456>, corteza frontal, claustrum, locus
ceruleus y núcleo del rafe<445). La parte lateral de la corteza entorrinal manda proyecciones al
núcleo olfatorio anterior y al tubérculo olfatorio<457). Todas estas eferencias van a áreas que des-
pués proyectan sobre la parte lateral de la corteza entorrinal.
Las capas superficiales de corteza entorrinal dan eferencias a hipocampo y subicu-
y desde aquí nuevas vías proyectan sobre capas profundas de la corteza ento-
rrinal<456). La corteza entorrinal puede ser considerada como un lugar de convergencia de infor-
mación sensorial que termina en las capas superficiales. De aquí vía perforante va al hipocampo y
vuelve a las capas profundas de la corteza. Desde Lorente de Nó~432~ se sabe que las capas super-
ficiales y profundas de la corteza entorrinal están muy interconectadas.
La corteza entorrinal ha sido implicada en funciones afectivas, cognoscitivas, motoras y
endocrinas.
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Podemos resumir que la corteza entorrinal en el ser humano y en los primates superiores
es una parte del allocortex particularmente compleja y muy diferenciada. Puede ser considerada
como un centro de asociación multimodal y zona de paso de la información procedente del isocor-
tex camino del hipocampo<UlASSA&0A61> a través de la vía perforante. Las capas superficiales de
corteza entorrmnal dan eferencias a hipocampo y subiculum<43l,4Sl~4S84S9) y desde aquí nuevas
vías proyectan sobre capas profundas de la corteza entorrmnal<456). Desde Lorente de Nó<422) se
sabe que las capas superficiales y profundas de la corteza entorrinal están muy interconectadas.
La destrucción bilateral de la corteza entorrinal produce una alteración importante de la
capacidad intelectual del individuo(461). Además la corteza entorrinal ha sido implicada en funcio-
nes afectivas, cognoscitivas, motoras y endocrinas.
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1. Los procesos de ciertas poblaciones neuronales, reconocidas por la presen -
cia de péptidos marcadores, son incorporados preferentemente a las placas.
II. Ciertas poblaciones neuronales, reconocidas por la presencia de péptidos
marcadores, son resistentes a la degeneración y muerte en la Enfermedad
deAlzheimer.
III. Existe una correlación inversa entre incorporación a las placas de procesos
procedentes de un determinado tipo neuronal y sobrevivencia de neuronas.
Para demostrar estas hipótesis me marco los siguientes objetivos:
1.-Estudio de la distribución de células con Cromogranina A y Calbindina en amígdala y
corteza entorrinal de cerebros de pacientes normales y con Enfermedad de Alzheimer, y
comparación con la distribución de Somatostatina, Colecistoquinina y Sustancia P.
2.-Recuento de placas que presentan cada uno de los péptidos anteriormente mencionados,
en los núcleos lateral, basal, accesorio basal y cortical de la amígdala y en la corteza ento-
rrinal de pacientes con Enfermedad de Aizheimer. Comparación con los métodos de tinción
tradicionales (Rojo Congo y Plata).
3.-Determinación de la relación número de placas/número de células, existentes con cada
uno de los péptidos, y comparación de dichos cocientes entre sí, para precisar si la incorpo-
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ración de neuritas con un determinado péptido a las placas depende de la cantidad de las
mismas existente en la vencidad de los depósitos de amiloide o preamiloide, o por el contra-
rio, se incorporan preferentemente dependiendo de la clase de péptido que contienen.
4.-Determinación, en amígdala y corteza entorrinal de cerebros normales y con Enfermedad
de Alzheimer, del número de células con los distintos péptidos en relación con las células
totales determinadas con Nissl, para valorar su supervivencia en la Enfermedad de Alzhei-
mer.
Las razones para estudiar los péptidos anteriormente mencionados fueron las siguientes:
1~) Somatostatina: Porque su presencia estaba descrita en el 30-50% de las placas neocorti-
cales(462>.
2~) Colecistoquinina: Porque fue el péptido más frecuentemente hallado en las placas de
corteza calcarina(4>.
32) Sustancia P: Porque al igual que Colecistoquinina, Somatostatina y Cromogranina A su
localización es intragranular.
42) Calbindina: Porque, aunque es un péptido citoplásmico, se ha afirmado que confiere
resistencia a la muerte celular producida por excitotóxicos, y porque la población celular
que expresa esta proteína se mantiene en el hipocampo de pacientes con Enfermedad de
Mzheimer<4~> -
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Se seleccionaron como controles 13 cerebros de pacientes fallecidos por causas diferentes a
enfermedades neurológicas, en autopsias consecutivas realizadas en el University Hospital de Sas-
katoon (Canadá). Las edades de los pacientes oscilaron entre 35 y 78 años. Siete eran varones y
seis mujeres. El tiempo transcurrido desde el fallecimiento hasta la realización de la autopsia y
fijación de los tejidos osciló entre 3 y 36 horas.
Al mismo tiempo se obtuvieron 8 cerebros de pacientes diagnosticados clínicamente de pro-
bable Enfermedad de Alzheimer. Las edades de los pacientes oscilaron entre 71 y 89 años. Siete
eran mujeres y uno varón. El tiempo de evolución conocido de la enfermedad fue inferior a nueve
años. El tiempo transcurrido desde el fallecimiento hasta la realización de la autopsia fue en todos
los casos inferior a 24 horas.
Además, se escogieron cuatro cerebros de pacientes con diagnóstico anatomopatológico de
Enfermedad de Alzheimer, que habían sido fijados en formalina por un tiempo que osciló entre 4
y 9 semanas, para comparar el efecto del fijador sobre la población celular. Uno de los cerebros
tenía una amígdala y corteza entorrmnal fijadas en PPG, mientras que la otra amígdala y corteza
entorrinal estaban fijadas en formalina.
En los 13 cerebros seleccionados como controles y en los 8 con probable Enfermedad de
Alzheimer se hicieron cortes coronales en fresco, fijándose bloques de amígdala y corteza entorri-
nal con un grosor de 0.5 a 1 cm en PPG (Acido Pícrico 0,2%, Paraformaldehido 4%, Glutaraldehi-
do 0,05%)<4~) en una proporción tejido-fijador de 1:10, durante al menos 48 horas con agitación
continua para favorecer la penetración del fijador y a temperatura ambiente. Posteriormente, con
el fin de aclarar la mayor parte del color amarillo del PPC, se lavaron los bloques cuatro veces
con fosfato tamponado (0,O1M y pH 7,4) que contenía 0.02% de azida sádica (agente antibacteria-
no). A continuación se crioprotegieron los bloques con una solución de sucrosa al 10% en fosfato
tamponado y azida, para impedir el crecimiento de bacterias y hongos, durante 24 horas y des-
pués en una solución de sucrosa al 30% en fosfato tamponado y azida. Se cubrieron con Tissue-
Tek OCT (Miles Scientifxc, Naperville,IL) dejándose a menos 20~ C hasta que se congelaron, cor-
tándose con el criotomo en secciones de 20, 50 y 400 micras respectivamente.
Una vez cortadas las secciones se transfirieron mediante pinzas frías a un recipiente conte-
niendo una solución fría de fosfato tamponado y azida para eliminar todo el OCT y para favorecer
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su puesta en portaobjetos sin imperfecciones, tales como agujeros o burbujas. Las secciones de
20 micras, que flotan en la superficie del recipiente, se colocaron en portaobjetos y se dejaron
secar durante una noche a temperatura ambiente, tapándolas previamente para que no acumula-
ran polvo. Pasado ese tiempo se cubrieron con papel de plástico y se guardaron en el congelador
a menos 20~ C hasta el momento de utilizarlas. Las secciones de 50 y 400 micras se recogieron
con un pequeño pincel y se guardaron en fosfato tamponado con azida a 4~ C hasta que se utiliza-
ron.
Las secciones de 20 micras se tiñeron con:
1. Galocianina para obtener una imagen similar a la del Nissl (Método de Einarson), eli-
giéndose este método porque no puede sobreteñirse al ser un método progresivo, a dife-
rencia del Nissl, que es regresivo.
2. Plata según el método de Campbell que tiñe todas las formas de amiloide y preamíloi-
de<4~>.
3. Rojo Congo, que tiñe amiloide compacto y ovillos neurofibrilares.
4. Anticuerpo anti-Cromogranina (LK2H1O) contrateñida con Rojo Congo.
Las secciones de 50 micras se tiñeron, mediante el método ABC para secciones flotantes,
con los siguientes anticuerpos:
1. Anti-Cromogranina (LK2H10)<3~) (Hybritechjnc.San Diego, Cal).
2. Anti-Somatostatina 28 (Incstar).
3. Anti-Colecistoquinina (CCK’8) <Inmunonuclear, Incstar).
4. Anti-Calbindina <regalo del Dr. Baimbridge al Dr. Muñoz).
5. Anti-Sustancia P <Inmunonuclear, Incstar).
Las secciones de 400 micras se tiñeron por el método de Braak<4~>.
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Métodos inmunocitoquimicos: Método usado por Somogyi,1984<326), modificado por
Muñoz,1990~321>.
Las secciones de 50 micras, en las que se estudia la Cromogranina A, se mantuvie-
ron a 4~ C en una solución tampón de fosfato 0,O1M, pH 7,41 con azida. En el momento
de utilizarlas se hicieron tres lavados de 10 minutos con una solución tampón de fosfa-
tos, pH 7,41. Se suprimió la actividad de peroxidasa endógena con peróxido de hidróge-
no al 1% en fosfato tamponado durante una hora. Después de realizar tres lavados de
cinco minutos con una solución tampón de fosfato salino, se mantuvieron las secciones
durante una o dos horas en una solución supresora> suero de caballo al 10% en solución
tampón de fosfato salino trillado al 0,5%, y se incubaron en anticuerpo primario,
LK2H1O (Hybritech mc, San Diego, CA) diluido al 1:10.000 en solución tampón de fosfa-
to salino tritiado al 0,5% con 3% de albúmina sérica bovina y 0,02% de azida sódica,
durante 48 horas a 4~ C. Pasado este tiempo se hicieron cuatro lavados de 30 minutos
en solución tampón de fosfato salino tritiado al 0,5% y se incubaron durante tres horas,
a temperatura ambiente, en el anticuerpo biotinilado IgG cabra anti-ratón (Vector, Bur-
lingame,CA) diluido al 1:225. Se hicieron otros cuatro lavados de 30 minutos en solu-
ción tampón de fosfato salino trillado y se incubaron durante la noche en el complejo
avidina-biotina-peroxidasa, Vectastina (Vector), a la dilución recomendada por el fabri-
cante. Para intensificar el producto de reacción de la peroxidasa, las secciones se prein-
cubaron en la oscuridad durante 10 minutos con 3,3>-diaminobencidina tetrahidrocloru-
ro (DAB) al 0,03% <Sigma Chemical Co., StLouis, MO), CI2Ni al 0,04% (Fisher Scientific,
Winnipeg,ME) en solución Tris tamponada al 0,05%, pH 7k. A continuación se incuba-
ron durante 15 minutos en el mismo medio con la adición de H202 al 30%. Tras lavar
las secciones con agua destilada se montaron en portas cubiertos de gelatina con cromo,
se deshidrataron, se aclararon con xileno y se cubrieron.
Con los otros neuropéptidos se siguió el mismo método, excepto en lo que se refiere a la
supresión y a la incubación, sustituyendo en la primera el suero de caballo por suero de cabra al
3% en solución tampón de fosfato salino tritiado al 0,1%, y en la segunda se sustituyó el anticuer-
po primario por el apropiado y el anticuerpo biotinilado anti-ratón por el anti—conejo.
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Las secciones de 400 micras se tiñeron siguiendo el método de Braak(4~>. Tras ser corta-
das con el criostato se pusieron en una solución tampón de fosfato 0>01 M con azida sódica. Pos-
teriormente y durante una semana se tuvieron en formalina al 4%, manteniéndose en continuo
movimiento. Se aclararon con agua del grifo y se oxidaron con ácido perfórmico, recientemente
preparado, durante 30 minutos y en continuo movimiento. Se aclararon durante 1 hora bajo el
grifo y se pasaron a etanol al 70% durante 10 minutos. Posteriormente, se tiñeron con una solu-
ción de aldehidofucsina durante 12 horas pennaneciendo en movimiento. Se aclararon nuevamen-
te con etanol al 70% durante 10 minutos y se deshidrataron en alcohol, haciendo dos pases de 1
hora en etanol al 95% y otros dos también de 1 hora en etanol al 100%, dejándolos posteriormen-
te durante la noche en etanol al 100%. Durante la deshidratación se pusieron las secciones entre
papel de filtro para que se mantuvieran planas. Finalmente se aclararon en 3 cambios de 2 horas
cada uno en tolueno y se cubrieron con Permount (Fisher).
En las amígdalas teñidas con Nissl se contaron células por milímetro cuadrado en los núcle-
os lateral, basal, accesorio basal y cortical. El gran número de células superpuestas unas a otras
en las secciones de 400 micras teñidas con la tinción de Braak, permitió un fácil reconocimiento
de la organización interna de la amígdala. La diferenciación entre núcleos se hizo por la diferente
morfología y tamaño de las células en los diferentes núcleos, siguiendo la nomenclatura de
Crosby y Humphrey<361) y de Braak y Braak<46?>. Mediante la introducción de una rejilla en el
ocular y con una magnificación de diez aumentos se contaron las células existentes en 1 milíme-
tro cuadrado en diez campos diferentes de la muestra, hallándose a continuación la media aritmé-
tica. El tamaño del núcleo cortical solo permitió contar seis o siete campos de 1 milímetro cuadra-
do. En las amígdalas de los 13 cerebros utilizados como control se hicieron recuentos celulares
en los diferentes núcleos con Nissl y con Cromogranina A. Para el estudio comparativo de los dis-
tintos péptidos se escogieron seis cerebros de entre los anteriores. De los ocho cerebros de
pacientes con Enfermedad de Alzheimer se seleccionaron cinco amígdalas por presentar las otras
tres algún tipo de deterioro en alguna de sus secciones.
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En la corteza entorrinal se eligió la zona medial y en ella se contaron las células
existentes en bandas de 1 mm de ancho y en la profundidad total de la corteza. Los
recuentos con Nissl y Cromogranina A se realizaron en 11 cerebros de los 13 previamente
seleccionados como control, por presentar los otros dos algún tipo de deterioro en algu-
nas de sus secciones. Los estudios de los restantes péptidos se realizaron solamente en
cinco cerebros de los seis que se habían escogido para el mismo estudio en la amígdala,
por presentar uno algún tipo de deterioro. De los cerebros de pacientes con Enfermedad
de Alzheimer se eligieron para los distintos estudios en corteza entorrinal los mismos
cerebros que se habian utilizado para la amígdala.
Los recuentos de células con péptidos en las secciones de 50 micras se compararon con los
recuentos de células en las secciones de 50 micras teñidas con Nissl, con el fin de conocer el por-
centaje de células que se tiñen con cada péptido. Debido a las dificultades para hacer el recuento
de células teñidas con Nissl en las secciones de 50 micras, se hicieron cinco contajes de células
teñidas con Nissl en las mismas zonas de secciones de 20 y 50 micras correlativas a fin de obtener
un factor de corrección que resultó ser para las células de 2,41. El tamaño celular se midió con
40 aumentos.
En las secciones de la amígdala, de 50 micras, teñidas con los diferentes neuropéptidos se
contaron células y placas por milímetro cuadrado en cada núcleo. Se contaron placas en secciones
de 20 micras teñidas con Cromogranina y contrateñidas con Rojo Congo, en secciones de 20
micras teñidas con rojo congo y hematoxilina y en secciones de 50 micras teñidas con Cromogra-
nina. Para hallar el factor de corrección para el contaje de placas se utilizó el mismo método men-
cionado en las células teñidas con Nissl, resultando ser de 1,96.
En las secciones de corteza entorrinal, teñidas con plata y Rojo Congo, se contaron placas
en una banda de 1 mm de ancho y en toda la profundidad de la corteza y tras aplicar el factor de
correción se compararon con las encontradas con los neuropéptidos.
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En el análisis estadístico se utilizó comparación de medias simples mediante la t de Student
y comparación de medias múltiple mediante análisis de varianza por la técnica de Scheffé
(1953), válida para los casos en que las muestras no tengan el mismo tamaño y estando concebida
para todo tipo de contrastes (Paquete estadístico SIGMA por J.L. Carrasco).
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SOLUCIONES PARA INMUNOTINCION DE CROMOGRANINA A
1.- TAMPON DE FOSFATO 0,O1M (TF):
Sal tampón Fisher pH 7,41 1 pKg
agua destilada 4 litros
2.- TAMPON DE FOSFATO O,O1M CON AZIDA (TFaz)
Para almacenamiento de tejidos y secciones
Preparar 4 litros de TF (solución 1) y añadir 0,8 g de azida sódica.
&- TAMPON DE FOSFATO SALINO, 0,85% <TFS)
TF 1 litro
cloruro sódico 8,5 g
4.- TRITON 0,5% EN TES <fl’FS)
TFS 500 ml
Triton X-100 2,5 ml
5.- PEROXIDO DE HIDROGENO AL 1% EN TF
Para bloquear la actividad de peroxidasa endógena
Peroxido de hidrógeno al 30% 100 ml
TF 0,O1M, pH 7,41 10 ml
&- SUERO SUPRESOR AL 10%
suero de caballo normal 10 ml
TI’FS al 0,5% 90 ml
sucrosa 10 g
azida sódica 0,02 g
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7- DILUENTE DEL ANTICUERPO PRIMARIO
albúmina sérica bovina <ASE) 3
TFFS al 0,5% 100
azida sódica 0,02
&- ANTICUERPO BIOTINILADO <dilución 1:225)
Reconstituir anticuerpo anti ratón liofilizado con 1 ml de agua destilada estéril.
Diluir 4,5 ul/1 ml TTFS.
Anticuerpo anti-ratón biotinilado
45 ul
22,5 ul
11,25 ul
9u1
9~ REACTIVO ABC VECTASTINA
Reactivo “A» 45
Reactivo “E» 45
TFFS al 0,5% 5
Mezclar y dejar reposar durante 30 minutos antes de usarlo.
LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
g
ml
g
TVFS 0,5%
10 ml
SmI
2,5ml
2m1
ul
ul
ml
10~ TAMPON TRIS 0,5M, pH 7,6 para almacenar
Disolver 60,6 g de Tris (THAM> en 500 mIde agua destilada. Añadir CIH 1M (aproxi-
madarnente 300 mí) hasta que el alcance pH de 7,6. Añadir agua destilada hasta
tener 1000 ml. Conservar a 49C.
11.- TAMPON TRIS 0,OSM, pH 7,6 para usar
Solución Tris almacenada 0,5M 100
agua desfilada 900
ml
ml
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12.- DIAMINOBENCIDINA (DAB)
Solución para almacenar:
DAB en 208 ml de Tris 0,05M, pH 7,6 -solución al 2,4% 5 g
distribuir en porciones de 625 ul.
congelar a menos 202C.
Solución para trabajar:
descongelar una porción de DAB.
añadir a 50 ml de solución Tris tampón en uso (la concentración final deIDAB
es 0,03%).
añadir lentamente 250 ul de CI
2Ni al 8%.
filtrar y usar.
tras la preincubación, preparar otra porción de DAB y añadir 30 ul de peroxido de
hidrógeno al 30%.
filtrar y usar.
11- CLORURO DE NíQUEL AL 8%
Cloruro de níquel (CI2Ni) 8 g
agua destilada 100 ml
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SOLUCIONES PARA INMUNOTINCION DE NEUROPEPTIDOS
1.- SUERO SUPRESOR AL 3%
Suero de cabra norma 3 ml
TFS 97 ml
Tritón X-100 0,1 ml
Mida sódica 0,02 ml
2- DILUENTE DEL ANTICUERPO PRIMARIO
Suero de cabra normal 1 ml
TFS 99 ml
Triton X-100 0,1 ml
Mida sódica 0,02 ml
3.- ANTICUERPO BIOTINILADO
Anticuerpo anticonejo biotinilado diluido en TI’FS al 0,1%.
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La delimitación de núcleos en la amígdala de los pacientes normales utilizados como con-
trol en este estudio se hizo de una manera sencilla gracias al examen de las preparaciones con
pigmento en secciones de 400 micras. Estas secciones muestran una clara delimitación entre el
complejo amigdalino cortico-medial y el basolateral mediante zonas con pocas células.
El complejo basolateral puede subdividirse a su vez en tres zonas separadas por zonas
estrechas sin células. Una de ellas separa el núcleo accesorio basal del núcleo basal. Esta zona sin
células es ancha dorsalmente y se va estrechando según se va aproximando a la zona ventral.
Otra zona similar separa el núcleo lateral del basal. La delimitación del núcleo basal está facilitada
además de por estas zonas sin células, por su mayor pigmentación que la distingue claramente del
accesorio basal y lateral.
Las zonas más ventrales del accesorio basal y basal parecen unirse en lo que Braak llama
«zona transitoria”.
En el estudio con Nissl el núcleo lateral aparece en la zona más dorsal y lateral interrumpi-
do por bandas de fibras pertenecientes a la cápsula interna. Sus células son de tamaño mediano.
El núcleo basal presenta dos zonas; una, dorso-lateral,de células grandes separada del núcleo
lateral y del accesorio basal por fibras> y otra, ventro-medial,de células más pequeñas que se
extiende por debajo del núcleo accesorio basal hasta el cortical. El núcleo accesorio basal situado
dorsomedial al basal, está separado del basal y del cortical por fibras. En la zona ventro medial su
delimitación es más difícil. El núcleo cortical está delimitado por la fisura amigdalina. Las células
están dispuestas en capas perpendiculares a la superficie libre.
En la ENFERMEDAD DE ALZHEIMER encontramos los siguientes datos:
La delimitación nuclear en la amígdala se hizo facilmente gracias a la ti¡ición de Braak en
la que aparece una clara delimitación entre el complejo corticomedial y el basolateral además de
una intensa pigmentación del núcleo basal que lo distingue del accesorio basal y del lateral.
<Fig.3)
Con Nissl es difícil delimitar los núcleos. El núcleo lateral es el que mejor conserva su
estructura, así como las porciones dorsal o magnocelular y la más ventral del núcleo basal, siendo
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difícil delimitar el núcleo accesorio basal de la porción media del núcleo basal. El núcleo cortical
pierde Ja disposición en capas de sus células.
Al estudiar el número de células/mm2 presentes en cada núcleo amigdalino de pacientes
con Enfermedad de Alzheimer y compararlo con las células presentes en las amígdalas de pacien-
tes sanos vemos que el número de células/mm2 se conserva entre el 67% en el Núcleo Cortical y
el 81 % en el Núcleo Basal (tabla 1). La superficie amigdalina pasó de 126.94 mm2 en sanos a
109.45 mm2 en pacientes con Enfermedad de Alzheimer.
TABLA 1
CEL/mm2 EN NUCLEOS AMIGDALINOS TINCION: NISSL
CONTROLES
DE. N
E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N % E/C SIC
NL 303,42 65,81 13 240,66 24,3 5 79,32 P<O,01
NB 241,71 35,11 13 197,98 30,86 5 81,90 P<0,05
NAB 278,90 81,14 13 222,0 45,02 5 79,59 NO
NCO 439,90 95,37 12 F 297,46 57,9 5 67,62 P<o,oí
NL: Núcleo lateral; NR: Núcleo basal; NAR: Núcleo accesorio basal; NCO: Núcleo corticaJ.
DE.: Desviación estandar; N: Número de casos; %E/C: Tanto por ciento de células en
enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
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En el estudio de la distribución de células con los cinco péptidos escogidos (CgA, Som,
CCK, SP y CaBP), objetivo 1, y la relación entre el número de células con cada péptido y el
número de células con Nissl, objetivo 4, en la amígdala y corteza entorrinal de cerebros normales
y con Enfermedad de Alzheimer encontramos:
AMIGDALA
Cromogranina A.- La CgA tiñe fundamentalmente fibras en la unión de los núcleos basal y
lateral, en la parte ventral de los mismos y en la parte superficial del núcleo cortical. Las fibras
van en todas las direcciones y son varicosas. El núcleo central tiene un conglomerado u ovillo de
fibras pero no es objeto de estudio.
Las cekilas teñidas con CgA son aproximadamente un 2-3 VG de las células totales identifica-
das con Nissl en cada núcleo (tabla III). No siguen una orientación definida. En el núcleo cortical
son más abundantes en la zona profunda que en la superficial y tienden a estar perpendiculares al
borde libre. En el núcleo accesorio basal las células están dispersas. En el basal y en el lateral
tienden a concentrarse en las zonas ventrales (FigJ8), siendo escasas en las zonas dorsales.
El tamaño celular osciló en el núcleo lateral entre 36 y 14 micras del eje mayor y entre 14
y 7 micras el eje menor. En el núcleo basa] entre 36 y 16 el eje mayor y entre 24 y 12 el menor.
En el accesorio basal entre 36 y 16 el mayor y entre 24 y 9 el menor. En el cortical los tamaños
oscilaron entre 48 y 24 micras del eje mayor y 24 y 12 del eje menor.
La tinción es granular, alrededor del núcleo y tiñe el inicio de los procesos dendríticos que
suelen ser entre dos y cuatro, no visualizándose las ramas dendríticas distales que o bien no se
tiñen o se pierden en el neurópilo. El segmento inicial del axon no se reconoce en la mayoría de
las células. Entre las neuronas teñidas hay diversos grados de intensidad (Fig.6,7,8>.
En las secciones fijadas con formalina en lugar de PPG, el neurópilo es menos aparente y la
intensidad de la tinción es más débil.
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En la amígdala de pacientes con Enfermedad de Alzheimer las células con Cromogranina A pare-
cen ser entre el 60 -80 % de las células encontradas en controles (tabla 11), pero al referir el núme-
ro de células con Cromogranina A al número total de células encontradas en el Nissl, vemos que
tambien son el 2-3% de éstas manteniéndose con respecto a sujetos sanos, es decir, la pérdida
neuronal con Cromogranina A es proporcional a la pérdida neuronal general <tabla III). Las célu-
las mantienen distribución, morfología y características tintoriales similares a los controles sanos.
TABLA II
CEL/mm2 EN NUCLEOS AMIODALINOS TINCION: CgA
CONTROLES
DE.
E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N % E/C SIC
NL 11,35 4,52 13 ¡ 9,02 2,38 5 79 NO
N13 15,63 6,63 13 9,52 4,65 5 60 P<0,05
NAB 14,33 7,60 13 8,28 2,87 5 57,78 P<0,05
NCO 23,74 6,80 13 18,32 10,46 5 77,16 NO
NLt Núcleo latera!; NRt Núcleo basal; NABt Núcleo accesorio basal; NCO: Núcleo
cortical.DE.~ Desviación estandar; N: Número de casos; %E/C: Tanto por ciento de células
en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
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TABLA III
CEL. CM / CEL. CON NISSL EN NUCLEOS AMIODALINOS
CONTROLES
DE. N
E. ALZHEIMER
MEDIA ¡ DE. N %E/C ¡ SIC
NL 0,0164 0,0085 13 0,0 155 ¡ 0,0039 5 94,51 ¡ NO
NB 0,0275 0,011 13 0,0205 0,01 5 74,5.4 ¡ NO
NAB 0,0228 0,014 13 0,0168 0,0083 5 73,68 NO
NCO 0,0245 0,0089 13 0,0260 0,015 5 106,12 NO
NL: Núcleo latera!; NBt Núcleo basal; NAB: Núcleo accesorio basal; FiCO: Núcleo
corticaI.DE.~ Desviación estandar; N: Número de casos; %E/C: Tanto por ciento de células
en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
Como en este estudio hay una diferencia significativa entre las edad de los pacientes sanos y
los enfermos. Para valorar si la diferencia de edad puede influir en el número de células teñidas
con CgA, separamos el grupo de sanos en menores de 70 años y mayores de 71 años y contamos el
número de células con CgA en cada núcleo amigdalino, no obteniendose diferencia significativa.
Influencia de la edad en el n9 de células presentes con CgA en los distintos núcleos amigda-
linos, en pacientes sanos y enfermos.
Pacientes
Sanos
Enfermos
Media
68,5
81,2
Des. Est
7,3793
7,1903
Er. Est
2,1302
3,2 156
N9C
12
5
Des.EsL—desviación estandar Er.EsL —error estandar NC—número de casos
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Si en la tabla II separamos los enfermos sanos en menores dc 70 años y mayores de 71 y
contamos el n9 de células/mm2 teñidas con CgA en cada núcleo para determinar como puede
influir la edad tenemos:
Pacientes
<70
>71
<70
>71
<70
>71
<70
>71
Núcleo
NL
NL
NE
NAB
NAI3
NCO
NCO
Media
11,94
11,36
15,02
15,40
16,01
9,64
24,36
22,35
Des. Est
5,0371
4,2613
5,3
6,712
8, 1604
2,7082
9,1913
2,676
Er.Est
1,9039
1,9057
2,0032
3,0017
3,0844
1,2112
3,474
1,1968
N2C
7
5
7
5
7
5
7
5
Diferencia no significativa. Es decir, la edad no influye de forma significativa en el número
de células que se tiñen con CgA.
Influencia del tiempo postmorten hasta la fijación del cerebro.
Pacientes
Sanos
Enfermos
Media
15,1208
19,7
Des.EsL
9,8453
1,5895
No significativo
Er.Est.
2,8421
0,79477
WC
12
5
p=O, 14474
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Somatostatina.- Hay fibras varicosas por todo el conjunto amigdalino y en todas las direc-
ciones.
Las células que se tiñen son el 1 - 2 96 de las identificadas con Nissl (tablas IV a XII). Son
piramidales o fusiformes y los procesos dendríticos varian entre dos y cuatro saliendo en todas
direcciones (Fig.9). Son prácticamente inexistentes en la zona que Braak llama núcleo de transi-
ción (Fig22). El tamaño celular varía en el núcleo latera! entre 28 y 9 micras en el eje mayor y
entre 12 y 7 micras en el eje menor. En el núcleo basal oscila entre 24 y 9 micras el eje mayor y
entre 9 y 7 el menor. En el accesorio basal entre 36 y 14 micras el eje mayor y entre 14 y 9 el
menor. En el cortical entre 48 y 24 el mayor y entre 9 y 7 el menor.
En la Enfermedad de Alzheimer las células en la amígdala parecen perderse de forma para-
lela a la pérdida celular total excepto en el núcleo basal donde se conservan (tablas 1V a XII). La
distribución, características tintoriales y tamaño celular son similares a los sujetos sanos: En el
núcleo lateral el eje mayor oscila entre 21 y 12 micras y el menor entre 9 y 7 micras. En el núcleo
basal oscila entre 31 y 19 micras el eje mayor y entre 9 y 7 el menor. En el accesorio basal entre
24 y 9 micras el eje mayor y entre 12 y 7 el menor. En el cortical entre 16 y 12 el mayor y 12 cl
menor.
Colecistoquinina.- Produce una buena delimitación de los núcleos amigdalinos por las dife-
rencias de tonalidad. La parte superficial del núcleo cortical tiñe muy intensamente el neuropilo
(Fig.1 y 2>.
Las células en el núcleo cortical predominan en la capa profunda. En los núcleos lateral y
basal predominan en el tercio medio sin llegar a la zona ventral (Fig.20). Representan entre el 2 y
el 4% de las células totales identificadas con Nissl <tablas IV a XII). Son triangulares o fusiformes
con 3.4 dendritas principales (Fig.10, 11). Su tamaño en el núcleo lateral oscila entre las 24 y 12
micras de eje mayor y las 12 y 7 micras de eje menor. En el núcleo basal escila entre 48 y 9
micras el eje mayor y entre 12 y 7 el menor. En el núcleo accesorio basal entre 31 y 19 el eje
mayor y entre 9 y 4 el menor. En el cortical entre 24 y 14 el mayor y entre 9 y 7 el menor. La tin-
ción es granular.
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Tampoco parece haber grandes diferencias celulares en la amígdala de pacientes con Enfer-
medad de Alzheimer, aunque en los núcleos lateral y basal parecen mantenerse ligeramente las
células (tablas IV a XII). El tamaño celular oscila en el núcleo lateral entre 36 y 12 micras el eje
mayor y 12 -10 el menor. En el núcleo basal entre 36 y 19 el mayor y entre 12 y 10 el menor. En
el accesorio basal entre 36 y 16 el mayor y entre 12 y 10 el menor. En el núcleo cortical oscila
entre 24 y 19 micras el eje mayor y entre 14 y 9 el menor.
Sustancia P.- En la amígdala normal Uñe el neurópilo en la parte superficial del núcleo cor-
tical mientras que las células predominan en la parte profunda. Hay acúmulo de fibras varicosas
en la zona ventral del núcleo basal y del lateral (Fig.2 1).
Las células tienen forma fusiforme o triangular con 2 6 3 procesos gruesos que se dividen,
tiñéndose hasta la 2~ división (Fig.12, 13). Representan entre el 0,7 y el 1,7% de las células totales
identificadas con el Nissl (tablas IV a XII). La Unción es granular.
En las amígdalas de la Enfermedad de Alzheimer la Sustancia 1’ tiñe el neurópilo de forma
similar a como lo hace en controles normales, es decir, en la parte superficial del núcleo cortical.
Las células se tiñen débilmente y parecen mantenerse ligeramente mejor que las células genera-
les, salvo en el núcleo accesorio basal donde se pierden de forma casi significativa (tablas IV a
XII).
Calbindina.- En la amígdala se ven muchas fibras y campos terminales teñidos sobre todo
en la zona de separación de los núcleos basal y lateral.
El número de células teñidas es muy numeroso y la distribución predomina en la zona
medial y ventral (Fig.19). Representan entre el 8 y el 12% de las células totales identificadas con
Nissl (tablas IV a XII). Las células son de diferentes tamaños y formas, oscilando su tamaño en el
núcleo lateral entre 36 y 7 micras el eje mayor y entre 16 y 7 el eje menor. En el núcleo basal
oscilan entre 43 y 9 micras el eje mayor y entre 9 y 4 el menor. En el accesorio basal entre 26 y 9
el eje mayor y entre 12 y 4 el menor. En el cortical entre 40 y 14 el eje mayor y entre 12 y 7
micras el menor. La Unción con Calbindina es de tipo citoplásmica y las células presentan Unción
de intensidad variable: Unas tienen una tinción muy marcada, son poligonales y bipolares, con
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dendritas muy claras sobre todo la apical y con procesos que se extienden mucho dando aspecto
de fibras sin varicosidades (Fig.14). Otras, están debilmente teñidas, son redondeadas y sin proce-
sos, difíciles de distinguir de la glia (Fig.16). En la zona ventral del núcleo basal y accesorio basal
se ven células con muchos procesos dendríticos (células estrelladas) (Fig.15).
En la Enfermedad de Ajzheimer las células en la amígdala siguen un patrón similar en
cuanto a distribución y forma al seguido en controles sanos, con una ligera permanencia en los
nucleos basal y cortical (tablas IV a XII). El tamaño celular varía en el núcleo lateral entre las 36 y
7 micras de eje mayor y entre las 16 y 7 micras el eje menor. En el núcleo basal oscila entre 43 y
9 micras el eje mayor y entre 9 y 4 el eje menor. En el accesorio basal entre 26 y 9 micras el eje
mayor y entre 12 y 4 el eje menor. En el núcleo cortical oscila entre 40 y 14 cl eje mayor y entre
12 y 7 miaas el eje menor.
Las amígdalas fijadas con formalina presentan menor número de células y el neuropilo más
debil al teñirlas con Cromogranina A, Somatostatina y Sustancia P.
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TABLA IV
CEL/mm2 EN NUCLEOS AMIGDALINOS TINCION: NISSL
CONTROLES
DE. N
E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N 96 E/C SIG
NL 265,83 50,94 6 240,66 24,3 5 90,53 NO
NB 236,5 37,45 6 197,98 30,86 5 83,71 CASI
NAB 213 37,06 6 222,0 45,02 5 104,22 NO
NCO 386,6 110,52 5 297,46 57,9 5 76,94 NO
NL: Núcleo lateral; NB: Núcleo basal; FiAR: Núcleo accesorio basal; NCO: Núcleo
corticakDE.: Desviación estandar; N: Número de casos; %E/C: Tanto por ciento de células
en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significacion.
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TABLA V
NUCLEO LATERAL
CEL./xmn2 TEÑIDAS CON DIFERENTES PEPTIDOS
CONTROLES
DE.
E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N 96 E/C ¡ SIC
CgA 12,31 6,01 6 9,02 2,58 5 73,27 NO
COK 9,99 3,13 6 10,60 2,90 5 106,01 NO
CABE’ 49,50 15,84 6 45 8,74 5 90,91 NO
SP 5,16 3,16 6 5,13 1,32 5 99,36 NO
SOM 7,42 2,83 6 6,03 3,02 5 81,31 NO
CgA: Cromogranina; CCK: Colecistoquinina; CARI’: Calbindina; SP: Sustancia E;
SOM: Somastotatina; DE: Desviación estandar; N: Número de casos; %E/C: Tanto por
ciento de células en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
TABLA VI
CEL. TEÑIDAS CON
NUCLEO LATERAS.
DIFERENTES PEPTIDOS / CEL. CON NISSL
CONTROLES
DE. N
E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N %E/C SIC
C~A 0,02 0,011 6 0,0115 0,0039_¡
0,0045
5 77 NO
COK 0,0155 0,0034 6 0,0182 5 117,41 NO
CABP 0,0808 0,033 6 0,0779 0,015 ¡ 5 96,41 NO
111 NOSP 0,008 0,0041 6 0,0089 0,0023 -
-__
5 88,23 NOSOM 0,0119 0,005 6 0,0105 0,0053 ¡
CgA: Cromogranina; CCK: Colecistoquinina; CABP: Calbindina SP: Sustancia E;
SOM: Somastotatina; DE: Desviación estandar; Fi: Número de casos; %E/C: Tanto por
ciento de células en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
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TABLA VII
NUCLEO BASAL
CEL./mm2 TEÑIDAS CON DIFERENTES PEPTIDOS
CONTROLES
DE. N
E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N %E/C SIC
OgA 12,35 5,41 6 9,52 4,66 ¡ 5 77,10 NO
CCII 13,85 3,79 6 13,45 5,80 5 97,16 NO
CABE’ 53,47 12,47 6 51,6 14,10 5 96,50 NO
SP 4,45 1,57 6 3,74 0,90 5 84,16 NO
SOM 4,94 1,79 6 7,2 2,50 5 145,40 NO
CgA: Cromogranina; CCX: Colecistoquinina; CAE?: Calbindina; SP: Sustancia P
SOM: Somastotatina; DEt Desviación estandar; Y: Número de casos; %E/C: Tanto por
ciento de células en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
TABLA VIII
NUCLEO BASAL
CEL. TEÑIDAS CON DIFERENTES PEPTIDOS / CEL. CON NISSL
CONTROLES
DE. N .7
E. ALZE-IEIMER
MEDIA DE. % E/C SIC ¡
OgA 0,0222 0,0101 6 0,0205 0,0102 5 91,89 NO
COK 0,0248 0,0075 6 0,0276 0,0108 5 111,29 ¡ NO
CABE’ 0,0948 0,0203 6 0,1095 0,0315 5 115,50 NO
SP 0,0077 0,0024 6 0,0082 0,003 5 106,50 NO
SOM 0,0089 0,0037 ¡ 6 0,0148 0,0032 5 166,29 P<O,05
CgA: Cromogranina; CCX: Colecistoquinina; CARI’: Calbindina; SP: Sustancia P-
5DM: Somastotatina; DE: Desviación estandar; Y: Número de casos; %E/C: Tanto por
ciento de células en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
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TABLA IX
NUCLEO ACCESORIO BASAL
CEL./ mm2 TEÑIDAS CON DIFERENTES PEPTIDOS
CONTROLES
DE. N
E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N %E/C SIG
CgA 14,18 9,47 6 8,28 2,87 5 58,41 NO
CCK 21,78 4,31 6 17,25 8,32 5 79,21 ¡ NO
CABE’ 62,37 16,14 6 57,30 14,47 5 91,85 ¡ NO
SP 8,55 3,19 6 5,08 1,70 5 59,43 CASI
SOM 9,63 3,90 6 10,27 1,80 5 106,58 NO
CgA: Crornogranina; CCK~ Colecistoquinina; CARI’: Calbindina SP: Sustancia 1’;
SOM: Soniastotatina; DE: Desviación estandar; N: Número de casos; %E/C: Tanto por
ciento de células en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
CASI: P 0,057
TABLA X
NUCLEO ACCESORIO BASAL
CEL. TEÑIDAS CON DIFERENTES PEPTIDOS / CEL. CON NISSL
CONTROLES
DE. N
E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N % E/C SIG
CgA 0,028 0,019 6 0,0168 0,0083 5 59,64 NO
COK 0,0426 0,0053 6 ¡ 0,0328 0,014 5 76,99 NO
CABP~ 0,1209 0,0206 6 ¡ 0,1118 0,039 5 92,47 NO
SP 0,0177 0,0092 6 r 0,0097 0,0031 5 54,80 CASI
SOM ¡_0,0189 0,0079 6 ¡ 0,0195 0,0034 5 103,17 NO
CgA: Cromogranina; COK: Colecistoquinina; CABP: Calbindina; SP: Sustancia 1’;
SOM: Somastotatina; DE: Desviación estandar; N: Número de casos; %E/C: Tanto por
ciento de células en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
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TABLA XI
NUCLEO CORTICAL
CEL./trnn2 TEÑIDAS CON DIFERENTES PEPTIDOS
CONTROLES
DE. N
E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N 96 E/C SIC
CgA 25,89 8,50 6 18,33 10,46 5 70,79 ¡ NO
CCK 18,55 6,31 6 16,98 12,64 5 ¡ 91,54 NO
CABP 73,90 7,48 6 71,07 27,72 5 96,16
-
5 78,19
-m5 62,61
NO
SP 9,4 4,04 6 7,35 2,99 NO
SOM 12,15 5,94 6 7,61 5,42 NO ¡
CgA: Crornogranina; CCK: Colecistoquinina CAE?: Calbindina SP: Sustancia P;
50141: Somastotatina; DE: Desviación estandar; N: Número de casos; %E/C: Tanto por
ciento de células en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
TABLA XII
CEL. TEÑIDAS CON
NUCLEO CORTICAL
DIFERENTES PEPTIDOS / CEL. CON NISSL
CONTROLES
DE. N
E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N 96 E/C SIC
CgA 0,0264 0,015 6 0,0260 0,0152 5 98,10 NO
CCK 0,0221 0,0094 6 0,0222 0,014 5 100,45 NO
CABP 0,0829 0,021 6 0,0981 0,026 5 118,33 NO ¡
SP 0,0096 0,0023 6 0,0105 0,0044 5 109,37 NO
SOM 0,0138 0,0046 6 0,0102 0,0065 5 73,91 NO
CgA: Cromogranina; CCX: Colecistoquinina; CABP: Calbindina SP: Sustancia P;
SOM: Somastotatina; DE: Desviación estandar; Y: Número de casos; %E/C: Tanto por
ciento de célulasen enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
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CORTEZA ENTORRINAL
Con la tinción de &aak se delimitan perfectamente las diferentes capas de la corteza ento-
rrinal normal (Fig.5).
Con la Unción de Nissl la zona estudiada mostraba una capa II con células agrupadas dán-
dole un aspecto parcheado, una capa III con células alineadas en bandas, después una zona clara
correspondiente a la lámina dissecans, debajo la capa TV y por debajo las capas V y VI (Fig.23).
En la Enfermedad de Alzheimer, con la Unción de Braak se delimitan las dos zonas Pre y
Pri y vemos como en la zona lateral, en el límite con la corteza transentorrinal, la capa pre-alfa se
hace interna (Fig.4). Con la Unción de Nissl es difícil delimitar las capas por la desaparición prefe-
rente de las células de las capas II y IV (Fig29). En el recuento de células/mm2 en toda la profun-
didad de la corteza vemos que se conservan el 71% de tas células/mm2 con respecto a los contro-
les sanos (tabla XIII), fundamentalmente a expensas de las células de las capas V y VI.
TABLA XIII
CELULAS EN UNA BANDA DE 1 mm. DE ANCHO Y EN LA PROFUNDIDAD
TOTAL DE LA CORTEZA ENTORRINAL CON NISSL
CONTROLES E. ALZHEIMER
MEDIAJDE.jN MEDIA ¡DE. SIC
731,55 145,04 11 524,84 156,22 5
DE: Desviación estandar; Y: Número de casos; %E/C: Tanto por
enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
ciento de células en
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Cromogranina A.- La inmunoreactividad de la corteza entorrinal norma] se caracteriza por la
intensa Unción del neurópilo, que es mayor en las capas superficiales y de éstas la capa 1 es la que
presenta mayor intensidad de Unción. Además se tiñen cuerpos celulares que están dispuestos en
bandas sobre el neurópilo, sobre todo en las capas V y VI. Las células en la porción superficial
son escasas (capa III) y por lo general debilmente teñidas. En la sustancia blanca se ven algunos
cuerpos celulares (Fig24).
Las células con Cromogranina A representan aproximadamente el 13% del total de células
determinadas por Nissl (tabla XV). La mayoría de las células teñidas son piramidales dispuestas de
forma perpendicular al borde libre de la corteza y con tamaños que varían entre 24 y 12 micras el
eje mayor y entre 14 y 9 el eje menor. Las células tienen dos o tres dendritas.
En pacientes con enfermedad de Alzheimer las células con Cromogranina A son el ‘70 - 80
96 de las encontradas en cortezas normales (tabla XIV) pero al referirlas al número total de células
encontradas con Nissl resultan ser el 14% de éstas, es decir, se mantienen ligeramente mejor que
la población neuronal general, aunque la diferencia no es significativa (tabla XV). Se ven funda-
mentalmente en las capas profundas (V y VI) y en la sustancia blanca. El neurópilo se tiñe más
intensamente en las capas superficiales (Fig.30).
TABLA XIV
CELULAS EN UNA BANDA DE 1 mm. DE ANCHO Y EN LA PROFUNDIDAD
TOTAL DE LA CORTEZA ENTORRINAL CON CgA.
CONTROLES E. ALZI-IEIMER
MEDIA ¡ DE. N % E/C 8K
fl~~j~7,15jj1 172,9 54,53 5 71,09 NO
DE: Desviación estandar; N: Número de casos; %E/C: Tanto por ciento decélulas en
enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
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TABLA XV
CELULAS CON CgA 1 CELULAS EN NISSL EN UNA BANDA DE 1 mm. DE
ANCHO Y EN LA PROFUNDIDAD TOTAL DE LA CORTEZA ENTORRINAL
CONTROLES E. ALZHEIMER
IE!ZE.N
I~ZJS,04MIj1
MEDIAJ DE. %E/C SIC
0, 1477 0,0665 5 106,48 NO
DE: Desviación estandar; N: Número de casos; %E/C: Tanto por ciento decélulas en
enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
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Somatostatina.- En la corteza entorrinal normal tiñe fibras varicosas y campos terminales
distribuidos por toda la corteza. Las células son escasas, predominando en las capas profundas>
fundamentalmente en las capas V-VI. Representan el 3% de las células totales con Nissl (tabla
XVIII). Hay células en sustancia blanca, que son las de mayor tamaño (Fig.25), con el eje mayor
paralelo a las capas corticales. El tamaño celular oscila entre 24 y 12 micras de eje mayor y entre
9 y 7 de eje menor.
En pacientes con Enfermedad de Alzheimer las células siguen un patrón sin9lar a los con-
troles (tabla XVII]), sin variaciones en el tamaño (Fig.31).
Colecistoquinina.- En la corteza entorrinal normal la Unción del neurópilo parece formar
dos bandas oscuras que corresponden a las capas 11-111 y V-VI (Fig.27).
Las células no son muy abundantes, aproximadamente representan el 2% de las células
totales con Nissl (tabla XVIII> y se encuentran en la parte superficial de las dos bandas oscuras.
Se reconocen dos tipos de células: unas fusiformes con dos dendritas y otras piramidales con al
menos tres dendritas. El tamaño celular oscila entre 24 y 14 micras de eje mayor y entre 9 y 7 de
eje menor.
En la Enfermedad de Alzheimer las células con Colecistoquinina están preservadas prefe-
rentemente en cuanto a número, representan el 4% de las células totales con Nissl (p<O,I) (tabla
XVIII), y tamaño (Fig.33).
Sustancia P.- En la corteza entorrinal normal el neurópilo forma dos bandas teñidas de
más intensidad, una superficial y otra profunda. En la parte superficial se ven fibras sin células.
Las células representan el 2% de las células con Nissl (tabla XVIII) y están fundamentalmente en
la parte profunda, capas V-VI (Fig.28).
En la Enfermedad de Alzheimer se preservan las células con relación a la población gene-
ral, representan el 4% de las células con Nissl (p<O.l) (tabla XVIII), sobre todo las superficiales. En
la capa V parece que siguen una banda. Hay células en sustancia blanca (Fig.32). Las fibras tienen
forma arrosariada y algunas terminan en una célula.
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Calbindina.. En la corteza entorrinal Uñe neurópilo y células en todas las capas aunque de
forma más intensa en las capas superficiales (Fig.26).
Las células representan aproximadamente el 13% del total de células con Nissl
Son polimorfas con procesos muy largos que aparentan fibras sin varicosidades y al
la amígdala la intensidad de la Unción celular es variable. El tamaño celular varía
micras el eje mayor y entre 16 y 7 el menor (Figl7).
En la Enfermedad de Alzheimer las células se mantienen, representan el 32% de las células
con Nissl (tabla XVIII>, y siguen siendo más abundantes en las zonas superficiales. Su tamaño y
forma es variable, encontrándose desde células poligonales a ovaladas, con ejes que oscilan entre
las 16 y las 9 micras el mayor y entre 12 y 9 el menor (Fig.34).
(tabla XVIII>.
igual que en
entre 26 y 7
TABLA XVI
CELULAS EN UNA BANDA DE 1 mm. DE ANCHO Y EN LA PROFUNDIDAD
TOTAL DE LA CORTEZA ENTORRINAL CON NISSL
CONTROLES E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N MEDIA DE. N %E/C SIC
718,96 119,6 5 524,84 156,22 5 73,13 NO
DE: Desviación estandar; Y: Número de casos; %E/C: Tanto por
enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
ciento de células en
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TABLA XVII
CEL. TEÑIDAS CON DIFERENTES PEPTIDOS
EN UNA BANDA DE 1 mm. DE ANCHO
Y EN LA PROFUNDIDAD TOTAL DE LA CORTEZA ENTORRINAL
CONTROLES
DE. N
E. ALZHEIMER
MEDIA DE. N 96 E/C SIG
CgA 213,17 49,98 5 172,9 54,53 5 81,10 NO
CCK 47,56 18,16 5 62,36 36,74 5 131,11 P<0,1
CABP 237,46 62,58 5 315,38 ¡ 67,77 5 132,81 ¡ NO
SP 40,93 12,47 5 50,3 16,2 5 122,88 NO
SOM 60,46 19,34 5 44,56 20,87 5 73,70 NO
CgA: Cromogranina; CCX: Colecistoquinina; CARP: Calbindina; SP: Sustancia E;
SOM: Somastotatina; DE: Desviación estandar; Y: Número de casos; %E/C: Tanto por
ciento de células en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
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TABLA XVIII
CEL. TEÑIDAS CON DIFERENTES PEPTIDOS / CELULAS
CON NISSL EN UNA BANDA DE 1 mm. DE ANCHO
Y EN LA PROFUNDIDAD TOTAL DE LA CORTEZA ENTORRINAL
CONTROLES
DE.
E. ALZHEIMER
¡ MEDIA DE. N % E/C síu 1
CCA 0,1310 0,061 5 0,1477 0,0664 5 112,74 NO
COK 0,028 0,0108 5 0,0489 0,017 5 174,64 P<0,1
CABE’ 0,13665 0,0261 5 0,3262 0,2717 5 238,71 NO
SP 0,02473 0,011 5 0,0455 0,0203 5 183,98 P<0,1
SOM fi9~4U ppQ74j 5 Q293§L j94{ 5 ‘Á9~?L NO
CgA: Cromogranina; CCX: Colecistoquinina CAE?: Calbindina; SP: Sustancia 1’;
SOM: Sornastotatina; DE: Desviación estandar; Y: Número de casos; %E/C: Tanto por
ciento de células en enfermos con respecto a los controles; SIC: Nivel de significación.
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En el estudio de distribución de placas que condenen los péptidos estudiados (CgA, Som,
CCK, SP y CaE?) en la amígdala y corteza entorrinal, obJetivo 2, encontramos:
AMIODALA
Cromogranina A.- Las placas están formadas por muchas neuritas pequeñas, más de diez,
de forma redondeada> de diferente tamaño y que adoptan forma de corona. El tamaño de las pla-
cas bien desarrolladas oscila entre las 13 y las 55 micras de diámetro (Fig.4 1). En el núcleo basal
las placas son escasas en la parte dorsal aumentando según nos acercamos a la parte ventral
(Fig.35>. Predominan en número y tamaño en los núcleos basal y accesorio basal <tablas XIX a
XXII). Algunas placas tienen incorporados elementos celulares y al hacer la contratinción con
Rojo Congo vemos que no todas las placas con CgA tienen amiloide (tablas XIX a XXII) (Fig.45),
aunque si todas las placas con Rojo Congo tienen Cromogranina A.
Somatostatina.- Las placas son muy escasas, representando menos del 15 96 de las presen-
tes con Rojo Congo. Tienen muy pocas neuritas y predominan en los nucleos basal y accesorio
basal (tablas XIX a XXII) (Fig.37). Su tamaño oscila entre 17 y 36 micras de diámetro, encontrán-
dose las de mayor tamaño en el núcleo basal (Fig.42).
Colecistoquinina.- Las placas son escasas y grandes, con neuritas distantes entre sí, de pre-
dominio en la zona profunda del núcleo cortical, en el límite con el accesorio basal, donde llegan
a medir hasta 78 micras, (Fig.39,40) y en la zona dorsal del basal (tablas XIX a XXII). Representan
menos deI 35 96 dc las placas con Rojo Congo.
Sustancia P.- Las placas son grandes y densas, como si estuvieran formadas por 3 ó 4 neu-
ritas unidas y muy teñidas sobre todo en la parte profunda del núcleo cortical y en el basal (tablas
XIX a XXII) (Fig.38,43). Representan menos del 40 96 de las placas con Rojo Congo.
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Calbindina.- Las placas son escasísimas, de predominio en nucleo basal y de pequeño tama-
ño (6 micras) (tablas XIX a XXII) (Fig.36,44). Representan aproximadamente el 1 96 de las placas
con Rojo Congo.
TABLA XIX
NUCLEO LATERAS.
PLACAS/mm2 CON CgA EN RELACION CON OTROS PEPTIDOS Y ROJO CONGO
MEDIA DE. N
C~A 8,63 ¡ 5,95 J 5
COK O O ¡ 5
CABE’ 0,05 0,07 5
SP 0,45 0,66 ¡ 5
SOM 0,06 ¡ 0,08 5
RC 4,21 3,81 5
CgA: Cromogranina; CCK: Colecistoquinina; CARI’: Calbindina SP: Sustancia E’;
SOM: Somastotadna RC: Rojo Congo; DE: Desviación estandar; N: Número de casos.
Al hacer comparación de medias múltiple encontramos diferencia significativa <p<0,Ol) al
comparar CgA con los otros péptidos.
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TABLA XX
NUCLEO BASAL
PLACAS/mm2 CON CgA EN RELACION CON OTROS PEPTIDOS Y ROJO CONGO
MEDIA DE. N
OgA 20,8 ¡ 8,84 5
CCK 1,01 1,17 5
CABE’ 0,17 0,18 5
SE’ 3,96 2,62 5
SOM 0,78 r 0,84 ¡ 5
RC 10,66 9,46 5
CgA: Cromogranina; CCL Colecistoquinina; ~ABP:Calbindina SP: Sustancia E’;
SOM: Somastotatina; RO: Rojo Congo; DE: Desviación estanda~ N: Número de casos;
Al hacer comparación de medias múltiple encontramos diferencia significativa (p<0,Ol) al
comparar OgA con los otros péptidos.
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TABLA XXI
NUCLEO ACCESORIO BASAL
PLACAS/mm2 CON CgA EN RELACION CON OTROS PEPTIDOS Y ROJO CONGO
MEDIA DE. N
CgA 15,2 7,04 5
COK 1,9 1,84 5
CABP 0,10 0,15 5
SP 3,17 3,007 5
SOM 0,63 0,67 5
RC 10,23 8,99 5
CgA: Cromogranina; CCK: Colecistoquinina; CARI’: Calbindina SP: Sustancia E’;
SOM: Somastotatina; RC: Rojo Congo DE: Desviación estandar; Y: Número de casos.
Al hacer comparación de medias múltiple encontramos diferencia significativa (p<O,Ol) al
comparar CgA con los otros péptidos.
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TABLA XXII
NUCLEO CORTICAL
PLACAS/mm2 CON CgA EN RELACION CON OTROS PEPTIDOS Y ROJO CONGO
MEDIA DE. N
CgA 8,63 4,08 5
COK 1,83 2,20 5
CABE’ 0,03 0,07 5
SE’ 2,12 2,12 5
SOM 0,78 1,14 5
RC 5,34 3,57 5
CgA: Cromogranina CCK: Colecistoquinína; CARI’: Calbindina SP: Sustancia P;
SOM: Somastotatina PC: Rojo Congo; DE: Desviación estandar; Y: Número de casos.
Al hacer comparación de medias múltiple encontramos diferencia significativa (p<0,O1) al
comparar CgA con los otros péptidos.
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CORTEZA ENTORRINAL
Cromogranina A.- Las placas están en las capas V-VI <Fig.30), haciéndose más superficiales
según nos lateralizamos y con neuritas más pequeñas. Lo mismo que en la amígdala, al contrate-
ñir con Rojo Congo vemos que cada núcleo amiloideo está rodeado por neuritas con Cromograni-
na A, pero algunos conglomerados de neuritas no tienen amiloide asociado, sólo el 98% (tabla
XXIII).
Si comparamos el número de placas que contienen CgA con las que se Uñen con plata, pla-
cas difusas, encontramos que con plata el número de placas es ligeramente mayor y están distri-
buidas fundamentalmente en la capa III (tabla XXIII).
TABLA XXIII
PLACAS EN UNA BANDA DE 1 mm. DE ANCHO
Y EN TODA LA PROFUNDIDAD DE LA CORTEZA ENTORRINAL CON:
CgA, ROJO CONGO Y CAMPBELL
MEDIA DE. N
CgA 15,118 19,9163 5
RC 14,9234 ¡ 16,9364 5
AG 22,3676 35,6079 4
CgA: Cromogranina; RC: Rojo
estandar; Y: Número de casos.
Congo; AG Mata; Método de Campbell: DE Desviación
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Somatostatina.- Se ven muy pocas placas, el 15 de las encontradas con Cromogranina A, y
están en las capas profundas (tabla XXIV) (Fig.31). Tienen pocas neuritas dando la sensación de
ser un ovillo de fibras.
Colecistoquinina.- Las placas son escasas, 5% de las encontradas con Cromogranina A, sin
predominio aparente por una capa. (tabla XXIV) (Fig.33).
Sustancia P.- Las placas representan el 7% de las encontradas con Cromogranina A, y están
en las capas profundas (tabla XXIV) (Fig.32).
Calbindina.- Las placas son muy escasas, el 0,4% de las encontradas con Cromogranina A, y
parecen un pelotón de fibras arrosariadas (tabla XXIV) (Fig.34).
TABLA XXIV
PLACAS CON CgA EN RELACION A OTROS PEPTIDOS
EN UNA BANDA DE 1 mm.DE ANCHO
Y EN TODA LA PROFUNDIDAD DE LA CORTEZA ENTORRINAL
MEDIA DE. N
CgA 15,12 19,92 5
COK 0,78 0,90 5
CABE’ 0,07 0,15 5
SP 1,18 1,53 5
5CM 0,18 0,29 5
CgA: Cromogranina; CCK: Colecistoquinina; CARI’: Calbindina; SP: Sustancia P;
SOM: Somastotatina; DE: Desviación estandar; Y: Número de casos.
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Hemos visto que una serie de pépUdos estan presentes en las neuritas de las placas seniles
y que excepto en el caso de la CgA su número es muy escaso. Se había argumentado que la canti-
dad de neuritas presentes en las placas unicamente reflejaba la abundancia de neuronas con
dichos pépUdos. Sin embargo en nuestro estudio vemos que las neuronas con CgA no son muy
abundantes en la amígdala, representando solo un 2% del total, y que por el contrario son mucho
más abundantes las células con CaBE’ sin verse reflejado en el número de placas con dicho pépti-
do. Para confirmar la primera hipótesis que postula que la incorporación de neuritas a las placas
es selectiva, se ha calculado el cociente entre el número de placas y el número de células marca-
das con cada péptido en la amígdala, y en la corteza entorrinal, objetivo 3. En la amígdala el
cociente de la CgA es 1.000 veces superior al de la CaHP y 10 veces superior al de la Somatostati-
na, CCK y SP (tablas XXV a XXVIII). En la corteza entorrínal la diferencia es menor (tabla XXIX),
siendo el de la CgA solamente 100 veces superior al de la Calbindina.
TABLA XXV
NUCLEO LATERAL
RELACION PLACAS / CELULAS CON LOS DIFERENTES PEPTIDOS 1
MEDIA DE. N
CgA 1,07 0,87 5
COK 0 0 5
CABE’ 0,00 1 0,002 5
Sp 0,08 0,107 5
SOM 0,02 0,02 5
CgA: Cromogranina; CCL Colecistoquinina; CARI’: Caihindina; SP: Sustancia E’;
SOM: Somastotatina; DE: Desviación estandar; Y: Número de casos.
Al hacer comparación de medias múltiple encontramos valores significativos, (p<0,0S) al
comparar CgA con SE’ y p<O,OI al comparar CgA con el resto de los péptidos.
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TABLA XXVI
NUCLEO BASAL
RELACION PLACAS / CELULAS CON LOS DIFERENTES PEPTIDOS
MEDIA DE. N
CgA 2,26 0,69 5
COK 0,07 0,06 5
CABE’ 0,003 0,003 5
SE’ 0,96 5
SOM 0,13 0,14 5
CgA: Cromogranina; CCK: Colecistoquinina CABP: Calbindina SI’: Sustancia E’;
SOM~ Somastotatina; DE: Desviaci6n estandar; Y: Número de casos;
Al hacer comparación de medias múltiple encontramos valores significativos, (p<O,Ol) al
comparar CgA con el resto de los péptidos. p<O,05 entre SP y CCK y CABP.
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TABLA XXVII
NUCLEO ACCESORIO BASAL
RELACION PLACAS / CELULAS CON LOS DIFERENTES PEPTIDOS
MEDIA DE. N
CgA 1,77 0,38 5
COK 0,17 0,15 5
CABP 0,002 0,003 5
SP 0,62 0,66 5
SOM 0,06 0,07 5
CgA: Cromogranina; CCX: Colecistoquinina CARI’: Calbindina; SP: Sustancia P;
SOM: Somastotatina; DE: Desviación estandar; N: Número de casos.
Al hacer comparación de medias múlUple encontramos diferencia significativa (p<0,Ol) al
comparar CgA con los otros péptidos.
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TABLA XXVIII
NUCLEO CORTICAL
RELACION PLACAS / CELULAS CON LOS DIFERENTES PEPTIDOS
MEDIA DE. N
CgA 0,59 0,43 5
CCK 0,22 0,36 5
CABP 0,0007 0,002 ¡ 5
SP 0,27 0,23 5
5DM 0,14 0,22 5
CgA: Cromogranina CCX: Colecistoquinina; CA»?: Calbindina; SP: Sustancia P;
SOM: Somastotatina; DE: Desviación estandar; Y: Número de casos.
En esta tabla no obtenemos diferencia significaUva al hacer comparación de medias múlti-
píe.
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TABLA XXIX
t
RELACION PLACAS / CELULAS CON LOS DIFERENTES PEPTIDOS
EN UNA BANDA DE lmni. DE ANCHO
Y EN TODA LA PROFUNDIDAD DE LA CORTEZA ENTORRINAL
MEDIA DE. N
CgA 0,0755 0,0781 5
COK 0,0153 0,0187 5
CABE’ 0,0080 0,0178 5
Sp 0,0194 0,0238 5
SOM 0,003 1 0,005 1 5
Cg: Crornogranina; CCII: Colecistoquinina; CARI’: Caibindina SP: Sustancia 1’;
SOM: Somastotatina DE: Desviación estandar; Y: Número de casos.
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CROMO GRANINA EN LA ENFERMEDAD DE ALZUBIMER
Hasta la fecha poco se ha estudiado de los cambios que ocurren en la amígdala y en la
corteza entorrinal de cerebros con la Enfermedad de Alzheimer, lo que hace que la comparación
de los hallazgos encontrados en el presente estudio sea limitada. A continuación, siguiendo los
objetivos previamente fijados para demostrar las hipótesis marcadas, se valoran los resultados
obtenidos,
1) DISTRIBUCION CELULAR EN AMIGDALA Y CORTEZA ENTORRINAL
1.1) SOMATOSTATINk
La amígdala ha sido considerada como una de las áreas con mayor concentración de
Somatostatina, llegando a tener de 4 a 6 veces más que el neocórtex (211, 250)
En el presente estudio se ha encontrado que de todas las células identificadas con Nissl en
la amígdala normal, solamente entre el 1% y el 2% expresan Somatostatina. Las células con
Somatostatina están distribuidas por todos los núcleos estudiados, predominando en el cortical y
en el accesorio basal, careciendo de ellas la parte ventral del núcleo basal, a la que Braak llamó
núcleo de transición. Los autores que han estudiado la distribución de células con Somatostatina
en la amígdala de la rata(218MM69> y del hombreM7O>, han encontrado la mayor concentración en
los núcleos del grupo corticomedial. Si de este grupo excluimos los núcleos central y medial, ya
que no se estudian en el presente trabajo, vemos que la distribución de células con Somatostatina
en los restantes núcleos está de acuerdo con la encontrada en este estudio. Sin embargo, está en
desacuerdo con los hallazgos de 11nger14711 en la amígdala del hombre, en la que predominan las
células con Somatostatina en los núcleos basal y lateral. En la Enfermedad de Alzheimer la
distribución de células es similar a la de cerebros normales salvo por el predominio en el núcleo
basal.
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También, en la amígdala normal de este estadio, se ha observado una gran variabilidad en
el tamaño de las células teñidas con Somatostatina. En el núcleo lateral, el eje mayor oscilé entre
28 y 9 micras y el menor entre 12 y 7. En el núcleo basal, el eje mayor oscilé entre 31 y 9 micras,
mientras que el menor estaba alrededor de las 9 micras. En el núcleo accesorio basal los tamaños
estaban entre 36 y 14 micras para el eje mayor y entre 14 y 7 micras para el menor. El núcleo
cortical tenía las células de mayor tamaño, oscilando entre 48 y 12 micras el eje mayor y entre 7 y
12 el menor. Esta variabilidad refleja la heterogeneidad neuronal en la zona y que la
inmunoreactividad a Somatostatina es un atributo de diversos tipos celulares. Los hallazgos
encontrados en el grupo laterobasal están de acuerdo con lo encontrado en ratas por
NcDonald<472), quien basándose en el tamaño celular y en el número de dendritas sugirió que
correspondían a células ¡nultipolares de tamaño medio y bipolares. En la amígdala de pacientes
con Enfermedad de Alzheimer, se ha encontrado una disminución en el tamaño de las células con
Somatostatina en los núcleos estudiados, concordando con lo hallado por otros autores(47t473),
quienes además encontraron disminución en el tamaño celular por toda [a amígdala sin
preferencia por ningún núcleo.
Además, en este estudio se han observado fibras de aspecto algodonoso con varicosidades
diseminadas por toda la amígdala normal, lo que concuerda con Mufson<47’~, quien describió
varios tipos de fibras: Unas, eran algodonosas y salían de la región amigdalina para dirigirse a la
sustancia innominada, hipotálamo, bed nucleus y núcleo olfatorio. Otras, eran fibras finas con
varicosidades dispuestas de forma regular y dispersa, situadas a lo largo de las fibras algodonosas,
con inmunoreactividad difusa y particular en el neurópilo, y que probablemente representen
campos de terminales sinápticos.
En la corteza entorrinal normal del presente estudio tan solo el 3% de las células expresan
Somatostatina, habiéndose encontrado células y fibras inmunoreactivas para Somatostatina en
todas las capas, sobre todo en las capas profundas (y-VI), y en la sustancia blanca subcortical
(células intersticiales de Cajal). El tamaño celular hallado no fue constante, oscilando el eje mayor
entre 24 y 12 micras y el menor entre 9 y 7, lo que indica que son células de diferentes tipos,
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probablemente no piramidales. Estos hallazgos concuerdan en cuanto a localización y tamaño con
los de otros autores(47~77>.
En la corteza entorrinal de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer del presente
estudio, las células con Somatostatina tienen un patrón similar al de los controles, en cuanto a
número y localización.
1.2> SUSTANCLA P:
La mayoría de los estudios existentes en la literatura sobre la presencia de sustancia P en
los núcleos amigdalinos cuantifican la Sustancia P en relación al peso de cada núcleo más que su
presencia en las células. De este modo, el núcleo medial es el que presenta los mayores
niveles(253’478>, seguido en orden decreciente por los núcleos lateral, basomedial, central, cortical
y basolateral. En los cuerpos celulares fue encontrada Sustancia E’, principalmente en los núcleos
medial, central(21$,479) y basal(480~. En el presente estudio se ha encontrado un gran acúmulo de
fibras en la zona ventral de los núcleos basal y lateral de la amígdala normal, dato similar al
encontrado por Ljungdahl<480~, quien encontró que los núcleos basal y cortical contienen
fundamentalmente fibras o terminaciones de baja densidad. Sin embargo, en el presente estudio
no se ha encontrado en el núcleo cortical, un paquete de fibras compactas encontrado por
Claudio Cuello(471>.
En las amígdalas normales del presente estudio, las células que contienen Sustancia E’ son
solamente una pequeña parte del total de células que se tiñen con Nissl, oscilando entre el 0,7%
en el núcleo basal y el 1,7% en el núcleo accesorio basal. En las amígdalas de pacientes con
Enfermedad de Alzheimer, las células con Sustancia E’ tienen una distribución similar a los
cerebros normales.
En la corteza entorrinal normal del presente estudio se aprecian dos bandas de Unción más
intensa con Sustancia E’, una superficial y otra profunda. Este hallazgo es similar a lo encontrado
en la corteza entorrinal del gato<482), en el que se han visto axones en todas las capas, sobre todo
en la II y la IV, lugar de llegada de fibras del hipocampo y áreas de asociación neocortical.
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Además, en el presente estudio, se ha podido ver que las células con Sustancia P están en la capa
profunda (V-VI), representando el 2-3% de las células teñidas con Nissl. En la corteza entorrinal de
los pacientes con Enfermedad de Alzheimer del presente estudio las células con Sustancia P
siguen la misma distribución que en cerebros normales.
1.3> COLECISTOQUININA:
La Colecistoquinina es un neuropéptido que se encuentra ampliamente distribuido en el
cerebro, fundamentalmente en corteza, hipocampo, amígdala, hipotálamo y ganglios basales. En
las amígdalas de los pacientes controles de este estudio, las células con Colecistoquinina
representan entre el 2% y el 4% del total de células encontradas con Nissl, predominando en el
núcleo accesorio basa!, seguido del basal, cortical y latera!. Las diferencias entre los distintos
núcleos no han sido significativas como tampoco lo fueron para otros autores que encontraron un
ligero predominio en los núcleos del grupo basolateral en ratas hembras~483>. El tamaño de las
células con Colecistoquinina en los diferentes núcleos amigdalinos ha sido similar al de las células
que presentan Somatostatina.
En la Enfermedad de Alzheimer las células con Colecistoquinina siguen el mismo patrón
que en amígdalas normales, con un ligero predominio en los núcleos lateral y basal.
En la corteza entorrinal normal del presente estudio las células con Colecistoquinina
representan el 2% de las células totales y están fundamentalmente en la zona superficial de las
dos bandas que forma el neurópilo. En la corteza entorrinal de los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer las células con Colecistoquinina siguen la misma distribución que en los cerebros
normales.
1.4) CALBINDINA:
En el presente estudio se encontró que la Calbindina está presente en el 8 al 12 % de las
células amigdalinas, predominando en el núcleo cortical. El tamaño y forma de las células es muy
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variable, no habiéndose encontrado en la literatura estudios con los que poder contrastar estos
hallazgos, salvo uno hecho en ratas<346>, en el que se describen células y fibras en la amígdala. En
la amígdala de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer las células tienen una distribución
similar a la de la amígdala normal, predominando en los núcleos basa! y cortical.
Las células que expresan Calbindina en la corteza entorrinal normal del presente estudio
son polimorfas y representan el 13% de las encontradas con Nisal, cifra muy superior a la
encontrada con los otros neuropéptidos, y a la que encontró en ratas García Segura~346>, para
quien solamente el 4% de las células que conté en la corteza entorrinal contenían Calbindina. Las
células se encuentran distribuidas de forma difusa a lo largo de la corteza entorrinal
predominando en las capas superficiales. En la Enfermedad de Alzheimer siguen una distribución
similar.
15) CROMOGRANINA A
El patrón de inmunoreactividad con Cromogranina A en la amígdala humana es similar al
encontrado en cerebros bovinos y ovinos<3181, aunque en éstos se encontró predominio de
inmunoreactividad celular en los núcleos central y basolateral, mientras que en las zonas mediales
se encontró debilidad de la tinción.
En el presente estudio la Cromogranina A está en el 2% de las células de la amígdala
normal, predominando en las zonas mediales del grupo basolateral. El patrón de la Unción es
similar al de los otros neurotransmisores, Somatostatina, Colecistoquinina y Sustancia E’. El
tamaño celular es ligeramente mayor que el de las células con Somatostatina. En la Enfermedad
de Alzheimer las células mantienen distribución, morfología y características tintoriales similares a
los cerebros sanos.
La Cromogranina A representa el 13% de las células de la Corteza Entorrinal normal del
presente estudio. La mayoría de las células teñidas con Cromogranina A están en las capas
profundas y-VI, siendo escasas en la III y mínimas en la II y la IV. El neurópilo se tiñe
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fundamentalmente en la capa 1, lugar de IJegada de fibras procedentes de los núcleos lateral, basal
y accesorio basal amigdalino, sobre todo en la zona interinedia y caudal de la corteza entorrinal.
En la Enfermedad de Alzheimer las células siguen una distribución similar al de los cerebros
normales.
En la corteza entorrinal la presencia de Cromogranina A es mucho mayor que la de los
otros péptidos, exceptuando la Calbindina, y la localización también es diferente, si exceptuamos
la Somatostatina.
De todo lo anterior deducimos: 1) que en amígdala la Calbindina es el péptido más
expresado por las células, 8-12%, frente al 2% de células que expresan los otros péptidos. 2) que
en la corteza entorrinal la Calbindina y la Cromogranina A son los péptidos más frecuentemente
expresados, apareciendo en el 13% de las células frente al 3% de los otros péptidos, con una
distribución difusa de células con Calbindina mientras los otros péptidos predominan en las capas
profundas.
2 y 3) PLACAS:
En cuanto a la distribución de placas, al comparar las que tienen Cromogranina A con las
que tienen cada uno de los otros cuatro péptidos (Som, CCK, SP y CaBE’) vemos que las neuritas
inmunoreactivas con Cromogranina A son varias veces más frecuentes (tanto en la amígdala como
en la corteza entorrinal) que con cualquiera de los otros péptidos también localizados en las
vesículas sinápticas.
En la amígdala, encontramos placas neuritas en todos los núcleos amigdalinos, pero sobre
todo en el basal y accesorio basal(4~A~>. De todos los péptidos estudiados, la Cromogranina A
está presente en una cantidad muy superior al resto de los péptidos, llegando a ser 100 veces más
que la Calbindina. En el núcleo lateral solamente se encuentran placas con Cromogranina A. En
el basal la cantidad de placas con Cromogranina A es 5 veces mayor que con Sustancia E’ y 20
veces mayor que con Colecistoquinina. En el núcleo accesorio basal la cantidad de placas con
Cromogranina A es 5 veces la de Sustancia E’ y 8 veces la de Colecistoquinina. En el núcleo
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cortical esta proporción se reduce, siendo solo 4 veces mayor el número de placas con
Cromogranina A que con Sustancia P y con Colecistoquinina. El número de placas con
Somatostatina y Calbindina en todos los núcleos estudiados es practicamente inexistente.
En la corteza entorrinal el número de placas con Cromogranina A es 15 veces mayor que
con Sustancia E’ y 1.000 veces mayor que con Calbindina.
En neocortex, se había visto que la Sornatostatina estaba presente en placas neuritas<201~,
llegándose a encontrar, por unos autores<462>, en la capa III cortical, donde la pérdida neuronal es
máxima y se origina el sistema de asociación cortico-cortical hasta un 50% de las placas
Somatostatin positivas, mientras que otros autores encontraron cifras más bajas, el 20%
Armstrong(488> y el 10% Kowall<487>. En la amígdala tambien se encontró que el 50% de las placas
contenían Somatostatina y el 5% Sustancia p(462)• Ante estos datos, se relacionó la concentración
de placas con la disminución de un neurotransndsor específico<486>. Además, se vió una
disminución de receptores de Somatostatina en neocortex, lo que hizo pensar que podría reflejar
la degeneración de las neuronas postsinápticas o de las aferencias corticales en las cortezas de los
pacientes con Enfermedad de Alzlieimer~~).
En hipocampo y corteza, se vió<113) que la distribución de neuritas inmunoreactivas tendía
a ser paralela a la distribución normal de cuerpos celulares y axones inmunoreactivos para una
región dada. Por ejemplo, la Sustancia P se vio más frecuentemente en neuritas de la capa
molecular del dentado, región en la que la sustancia P se encuentra en un plexo denso de fibras.
Las neuritas con Colecistoquinina se ven con más frecuencia en la corteza temporal inferior,
donde se encuentran los cuerpos celulares inmunoreactivos a Colecistoquinina. Por el contrario
se ven menos frecuentemente en el hipocampo, donde la inmunotinción de Colecistoquinina es
escasa. Por otra parte, se demostró que <con la excepción de reducciones en Somatostatina, factor
liberador de corticotropina y posiblemente sustancia P> no había reducciones significativas en los
niveles de varios neuropéptidos encontrados en las placas seniles, lo que podría explicarse porque
las neuritas pudieran originarse de neuronas no afectadas que estuvieran intentando reinervar
regiones corticales denervadas, o porque cambios estructurales, como la formación de neuritas,
no pudieran asociarse con reducciones neuroquimicas de los marcadores. La sustancia
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peptidérgica inmunoreactiva vista en las neuritas de las placas seniles sugiere que algunas
neuritas hinchadas pueden tener concentraciones de péptido mayores de las que hay en axones
normales. Además, se observó mayor número de placas con plata que con los métodos
inmunocitoquímicos usando anticuerpos contra neurotransmisores(113), lo que hizo pensar que
podría ser debido: l~) A no haber medido todos los neurotransmísores presentes en las neuritas
de las placas. 22> A que algunas neuritas procedentes de axones terminales de neuronas enfermas,
puedan no expresar cantidades normales de marcadores específicos. 32) A que algunas neuritas
puedan ser regeneradas y, en algunas circunstancias las neuronas regeneradas, muestren
reducción de neurotransmisores<113>.
En este estudio se ha visto que una serie de péptidos estan presentes en las neuritas de las
placas seniles y que, excepto en el caso de la Cromogranina A, su número es muy escaso. Se
había argumentado que la cantidad de neuritas presentes en las placas unicamente reflejaba la
abundancia de neuronas con dichos péptidos(486>. Sin embargo, en nuestro estudio vemos que las
neuronas con Cromogranina A no son muy abundantes, en la amígdala solo un 2% del total y en
la corteza entorrinal el 13% , y que por el contrario son mucho más abundantes las células con
Calbindina (8%-12% en amígdala y 13% en la corteza entorrinal), sin verse esto reflejado en el
número de placas con dicho péptido. Para confirmar nuestra primera hipótesis, la incorporación
de neuritas con Cromogranina A a las placas es selectiva, se ha calculado el cociente entre el
número de placas y el número de células, ambas marcadas con cada péptido. En la amígdala se ha
observado que el cociente para la Cromogranina A es 1.000 veces superior al de la Calbindina y
10 veces superior al de la Somatostatina, Colecistoquinina y Sustancia P (tablas XXV-XXVIII). En
la corteza entorrinal la diferencia es menor (tabla XIX), siendo el cociente para la Cromogranina A
solamente 100 veces superior al de la Calbindina. Estos hallazgos en la amígdala y en la corteza
entorrinal confinnan la primera hipótesis de este trabajo, rechazando la hipótesis anteriormente
mencionada en cuanto a que la cantidad de neuritas con un determinado péptido presentes en las
placas unicamente reflejaba la abundancia de neuronas con ese determinado péptido.
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Un hallazgo importante de este trabajo es que en la amígdala entre el 49% y el 67% de las
placas demostradas con inmunotinción para Cromogranina A, contienen amiloide demostrado por
Rojo Congo, mientras que en la corteza entorrinal llegan a alcanzar el 98%. En la introducción de
este trabajo hemos descrito que las placas maduras están precedidas por el depósito en el
neurópilo de beta-amiloide, que éste no se Uñe por el Rojo Congo, ni tiene configuración fibrilar
con el microscopio electrónico, por lo que se llamó preamiloide(’3MS9t Para detectar este
preamiloide hemos usado la tinción de Campbell, encontrando que en la corteza entorrinal solo el
67% de las placas encontradas con la tinción de Campbell contienen Cromogranina A.
El no haber encontrado la misma relación entre amiloide- Cromogranina A y entre
amiloide y el resto de los péptidos, confirma los hallazgos de otros autores<4,’13A6248?), para
quienes la asociación de neuropéptidos con placas varfa según las diferentes áreas. Por ejemplo,
la Sustancia E’ está presente en el 30-40% de las placas teñidas con Rojo Congo en amígdala,
mientras que en la corteza entorrinal solo está presente en el 896 de las mismas.
La mayor asociación entre amiloide y neuritas con Cromogranina A no necesariamente se
debe a la mayor expresión de ésta en las neuronas de la amígdala o de la corteza entorrinal,
porque como hemos visto al comparar la relación número de placas/números de células con los
distintos péptidos esta no es proporcional al número de células. Es posible que las placas maduras
tengan un factor que pueda producir crecimiento y aumento de las neuritas con Cromogranina A.
4) PERDIDA NEURONAL EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER:
4.1> AMIODALA:
La pérdida celular en los núcleos de la amígdala fue estudiada por Herzog(490~, guien
además tuvo en cuenta la disminución de volumen que se produce en la amígdala de los cerebros
con Enfermedad de Alzheimer. Este autor encontró que había pérdida celular en los núcleos de la
amígdala tanto en el envejecimiento normal como en la Enfermedad de Aizheimer, siendo más
acusada en esta última. En ambos casos la mayor pérdida celular correspondía al núcleo cortical.
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Además, en la Enfermedad de Alzheimer encontró una pérdida celular estadísticamente
significativa en los núcleos amigdalinos lateral, basal, accesorio basal y cortical del 23%, 31%, 27%
y 37% respectivamente. En el presente estudio se ha encontrado que hay una disminución de
células en estos mismos núcleos del 21%, 18%, 21% y 33% respectivamente, cifras muy similares a
las encontradas por Herzog(49O>. En todos los núcleos, excepto el núcleo accesorio basal, la
disminución es estadísticamente significativa. E’odría ser que la disminución celular en el núcleo
accesorio basal fuese estadísticamente significativa si se hubiese tenido en cuenta la disminución
de volumen de la amígdala como hizo Herzog<490~. En tal caso, los porcentajes de las
disminuciones celulares encontrados en el presente estudio serian mayores de los ya referidos. La
disminución de volumen de la amígdala de pacientes con Enfermedad de Alzheimer, que es
mucho mayor que la encontrada en la corteza e indica una mayor vulnerabilidad de la amígdala,
no es homogénea. No todos los núcleos de la amígdala pierden volumen de igual manera, pero no
hay acuerdo en cuanto al grado de afectación de los mismos. Para unos autores(490), la
disminución de volumen de la amígdala era del 25%, sufriendo el mayor impacto el grupo
corticomedial con un 33% frente al 23 96 del grupo basolateral. Para otros autores<491~, la
disminución encontrada fue del 55%, siendo el grupo basolateral el más afectado, sobre todo los
núcleos lateral y accesorio basal. Podría ser que estos distintos hallazgos estuviesen relacionados
con la menor o mayor duración de la enfermedad, es decir, durante los primeros años de
padecimiento de la enfermedad se produciría una mayor pérdida de volumen en el grupo
corticomedial y en un tiempo posterior la mayor pérdida correspondería al grupo basolateral. Así,
los pacientes que habían sufrido la enfermedad solamente durante tres años presentaron mayor
disminución de volumen en el grupo corticomedial<490), mientras que en los pacientes que la
habían sufrido durante nueve años la mayor disminución correspondía al grupo basolaferal(491).
Siguiendo este razonamiento, y aunque no se ha estudiado el núcleo medial, el núcleo que
presenta el mayor porcentaje de pérdida celular en el presente estudio es el núcleo cortical y si
además tenemos en cuenta que los pacientes estudiados habían padecido la enfermedad durante
un corto período, se podría suponer que la mayor pérdida de volumen se produjo en el grupo
corticomedial.
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4.2) CORTEZA ENTORRINAL:
En el presente estudio, realizado sobre la profundidad total de la corteza entorrinal, se
encontró que, en relación a los controles, en la Enfermedad de Alzheimer hay una pérdida celular
media del 28%, siendo las capas II y III las más afectadas. Por tanto, la persistencia del 72% de las
células de la corteza entorrinal en los cerebros con Enfermedad de Alzheimer, objeto de nuestro
estudio, se debe fundamentalmente a las células de las capas profundas (V y VI). Estos hallazgos
tienen importancia por dos razones: Primera, porque las capas superficiales reciben aferencias de
las áreas 51 (periamigdalina y prepiriforme), 35 <perirrinal), 49 (parasubicular), 27 (presubicular) y
de los núcleos lateral, accesorio basal y basal de la amígdala, mientras que las capas profundas,
sobre todo la IV, reciben aferencias del hipocampo (CAl y subiculun). Segunda, porque las
alteraciones en las capas superficiales de la corteza entorrinal pueden afectar a las regiones a
donde éstas proyectan (por ejemplo, el hipocampo).
4.3> SOMATOSTATINAZ
Los primeros en describir la disminución de Somatostatina en corteza de pacientes con
Enfermedad de Alzheimer fueron Davies, Katzman y Terry en 1.980(244). Posteriormente~243>,
estos autores encontraron disminuciones en todas las áreas que estudiaron, excepto en el área
cingulada anterior, donde la disminución no fue significativa. Resultados similares fueron
encontrados por otros autores(283A92). Las mayores disminuciones se descubrieron en el lóbulo
temporal: sobre todo en la corteza entorrinal y en la circunvolución temporal inferior(493>. Estas
disminuciones se encontraron tanto con Somatostatina-28 como con Sornatostatina-2B(1-12>,
indicando que la causa de la disminución de niveles no era debida a una alteración en la
degradación de la Somatostatina’1493>. En cuanto a las concentraciones de Somatostatina en
amígdala, los hallazgos no fueron significativamente diferentes de los controles(470>, e incluso un
autor encontró niveles más altos en pacientes con Enfermedad de Alzheimer<494~.
En el presente estudio, las células con Somatostatina en las amígdalas de cerebros de
pacientes con Enfermedad de Alzheimer parecen perderse de forma paralela a la pérdida celular
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total que se observa con el Nissl, excepto en el núcleo basal donde se conservan de forma
significativa. Este núcleo proyecta sobre la capa III de la corteza entorrinal, donde tampoco se
han encontrado placas con Somatostatina. Estos hallazgos en los núcleos lateral, basal, accesorio
basal y cortical están de acuerdo con lo encontrado por diversos autores~218’470’471’493>. El hecho
de que la amígdala sea una de las regiones del cerebro con mayor concentración de
Somatostatina y que las células que la contienen se pierdan de forma paralela a la población
celular general, haría pensar que estas células no son, al menos de forma única, el foco primario
de la Enfermedad de Alzheimer como ha sugerido Roberts~494>.
En la corteza entorrinal de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer del presente
estudio> hemos visto que las células con Somatostatina tienen un patrón similar al de los
controles> en cuanto a número y localización. Estos hallazgos están en desacuerdo con algunos
estudios que dan a la corteza entorrinal como una de las zonas con mayores cambios en
Somatostatina<493>.
4.4> SUSTANCIA P:
En las amígdalas de pacientes con Enfermedad de Alzheimer, las células con Sustancia E’
parecen mantenerse con respecto al número de células en el Nissl en todos los núcleos
estudiados, excepto en el núcleo accesorio basal.
En la corteza entorrinal de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer del presente
estudio las células con Sustancia P se conservan de forma significativa.
4.5) COLECISTOQUININA:
En la Enfermedad de Alzheimer las células con Colecistoquinina se mantienen ligeramente
mejor que las células generales en los núcleos lateral y basal, pero no de forma estadísticamente
significativa.
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En la corteza entorrinal de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer del presente
estudio las células con Colecistoquinina se mantienen de forma significativa, sobre todo en las
capas superficiales.
4.6) CALBINDINk
En la amígdala de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer las células con Calbindina
tienen una ligera permanencia> no significativa, en los núcleos basal y cortical.
En la corteza entorrinal de pacientes con Enfermedad de Alzheimer> las células que
expresan Calbindina, parecen conservarse ligeramente mejor que las células generales. En este
estudio la media de las células con Calbindina en pacientes con Enfermedad de Alzheimer es
mayor que la de los controles, sin embargo la diferencia no es estadísticamente significativa
probablemente debido a la gran desviación estandar que tenemos. En un intento de
homogeinización de los casos, se ha suprimido el caso que presenta los hallazgos más extremos,
encontrándose que el número de células de los cuatro casos restantes con relación a los controles
es estadísticamente significativo para p<O.05, no siéndolo para p<O.OJ probablemtente por el
escaso número de casos. Si esto fuera así> es decir, si las células con Calbindina no se perdieran
en la Enfermedad de Alzheimer, significaría que la Calbindina protegería a estas células de la
corteza entorrinal de morir en esta enfermedad.
Por otra parte la localización de las células con Calbindina es de forma difusa a lo largo de
la corteza entorrinal, pero predominando en las capas superficiales, lugar de origen de la vía
perforante que conecta con el giro dentado y el área CAl del hipocampo, que son las áreas donde
preferentemente asientan las lesiones en la Enfermedad de Alzheimer. Cabría pensar que otros
tipos de células, que no contienen Calbindina, serían proclives a ser destruidas en la corteza
entorrinal de pacientes con Enfermedad de Alzheimer.
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4.7> CROMOGRANINA A:
Se sabe que una de las funciones de la Cromogranina A es captar calcio, igual que la
Calbindina, lo que puede contribuir a impedir que una sobrecarga de Calcio en la célula produzca
una excitotoxicidad y muerte celular, por lo que se pensó que reducciones de esta proteína
podrían contribuir a la acción citotóxica del Calcio y muerte celular> de forma similar a lo que
ocurre en el hipocampo con la epilepsia, donde hay un gran aflujo de Calcio al interior de la
célula durante la excitación~495), habiéndose demostrado que la disminución de estas proteínas
reguladoras en ciertos sectores del hipocampo (CAl) conducen a la muerte de determinadas
células, haciendo de este sector una zona especialmente vulnerable a la epilepsia(3A63M96)~
La forma en que las células de las capas II y IV de la corteza entorrinal> que son las más
afectadas en la Enfermedad de Alzheimer, serian abocadas a la foTmación de ovillos
neurofibrilares y muerte está aún sin dilucidan Se sabe que las células de la capa 11 son
glutamatérgicas y vulnerables en la Enfermedad de Alzheimer(497>. También se sabe por algunos
experimentosQ’93> que el glutamato y algunos aminoácidos excitadores pueden producir la muerte
celular en el hipocampo y otras áreas corticales. Por ejemplo> en cultivos de neuronas
interconectadoras del hipocampo(499>, se ha demostrado que la muerte neuronal causada por
anoxia se debía a la liberación sináptica del glutamato y que se podía prevenir bloqueando la
transmisión sináptica con Mg2~ o con antagonistas de receptores del glutamato. Por otra parte, se
sabe que el aflujo de calcio es un componente importante de la neurotoxicidad por glutamato. In
vivo, se vió un aumento del aflujo de calcio en las neuronas corticales e hipocampales en
situaciones que se creían que aumentaban la excitación del glutamato<SOO), así como en respuesta
a la aplicación de aminoácidos excitadores(SOí>. In vitro, estos aminoácidos excitadores producen
aumento del aflujo de calcio en las neuronas de corteza e hipocampo<502>. Hipótesis actuales
sobre el daño cerebral epiléptico postulan que una excesiva estimulación neuronal, debida a la
liberación masiva de glutamato, produce elevación del calcio citoplásmico<503>. La Calbindina está
en el citoplasma de poblaciones neuronales específicas y ha sido implicada en la resistencia al
daño cerebral epiléptico inducido experimentalmente. Además se ha demostrado en cultivos<327>
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que las neuronas con Calbindina son resistentes al aumento de calcio intracelular y a la muerte
inducida por la exposición al glutamato.
Basándonos en estos datos pensamos que la proteínas captadoras de calcio podrían
prevenir la acción tóxica del glutamato y la muerte celular, o lo que es lo mismo las células que
expresasen Calbindina o Cromogranina A serían resistentes a la muerte celular.
En nuestro estudio, las células con Cromogranina A en la amígdala de pacientes con
Enfermedad de Alzheimer se pierden de forma proporcional a las células con Nissl y en la corteza
entorrinal parecen conservarse ligeramente mejor que las células generales, predominando en las
capas profundas V y VI.
El que la Cromogranina A no proteja de forma similar a la Calbindina, podría deberse a que
no actúa como proteína captadora de calcio al ser una proteína intragranular, mientras que la
Calbindina es citoplasmática.
De lo anteriormente expuesto podemos deducir: 1) que en la amígdala de la Enfermedad de
Alzheimer se pierden entre el 18% de células del núcleo basal y el 33 96 del. núcleo cortical. 2) Las
células que expresan Calbindina predominan en el núcleo cortical y en la Enfermedad de
Alzheimer se mantienen mejor que el resto de las células. 3) Las células con Cromogranina A se
pierden de forma paralela a las células totales. 4) En corteza entorrinal el 28% de las células
totales se pierden en la Enfermedad de Alzheimer, manteniéndose las que expresan Calbindina y
en menor grado las que expresan Cromogranina A.
Las células con Calbindina que son las que mejor se conservan en la Enfermedad de
Alzheimer, tanto en amígdala como en corteza entorrinal, son las que menos se incorporan a las
neuritas de las placas, quedando como puerta abierta a futuras investigaciones si la incorporación
de neuritas a las placas inicia la muerte celular.
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1.- La Cromogranina A se expresa en el 2% de las células de la amígdala normal, predomi-
nando su distribución en las zonas mediales del grupo basolateral. En la corteza entorri-
nal se expresa en el 13% de las células, con predominio en las capas V y VI.
La Calbindina se expresa en el 8-12% de las células de la amígdala normal con predomi-
nio en el núcleo cortical. En la corteza entorrinal se expresa en el 13% de las células,
distribuida de forma difusa> con predominio en las capas superficiales.
2.- Todos los péptidos estudiados, Somatostatina, Sustancia E’, Colecistoquinina, Cromogra-
nina A y Calbindina, están presentes en las neuritas de las placas seniles. La presencia
de neuritas con un determinado péptido en las placas no depende del número de células
con ese péptido existentes en la vecindad sino que es selectiva.
3.- La pérdida neuronal en la Enfermedad de Alzheimer es diferencial para los distintos
tipos neuronales. La proteína captadora de calcio, Calbindina, protege de la muerte celu-
lar, no así la Cromogranina A.
4.- Existe una relación inversa entre incorporación de neuritas de unas determinadas célu-
las a las placas y resistencia a la muerte celular.
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